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Einleitung 1 
 
1 EINLEITUNG 
 
1.1 DIE ALZHEIMER KRANKHEIT 
 
Der namensgebende Entdecker der Alzheimer Krankheit bzw. Alzheimer Demenz, Alois 
Alzheimer, beschrieb erstmals die klinischen und pathologischen Merkmale der Erkrankung 
innerhalb eines Vortrages bei der 37. Versammlung der Südwestdeutschen Irrenärzte im 
Jahre 1906. Er sprach von einer früh auftretenden Gedächtnisschwäche, die mit 
Desorientierung und Halluzinationen assoziiert schien. Dem klinischen Krankheitsbild 
wurden außerdem der Verlust der Sprachfähigkeit, eine allgemeine Verwirrtheit, ein 
eingeschränktes Urteilsvermögen und eine generelle Wesensveränderung zugeordnet. 
Zusammengenommen wurde dadurch der Begriff der Demenz geprägt. Nach dem Tod 
seiner 52-jährigen Patientin Auguste Deter obduzierte Alois Alzheimer den Leichnam und 
entdeckte histopathologische Veränderungen des Gehirns, die bis heute als 
charakteristische Merkmale der Alzheimer Erkrankung gelten. Am auffallendsten war wohl 
das stark atrophierte Gehirn mit eigentümlichen Eiweiß-Ablagerungen. Diese Ablagerungen 
sind heute als Amyloid-Plaques bekannt. Intrazellulär entdeckte er atypische fibrilläre 
Strukturen, die heute als neurofibrilläre Bündel bezeichnet werden. 
Die Relevanz einer therapeutischen Intervention bei der Alzheimer Krankheit, auch Morbus 
Alzheimer genannt, ergibt sich aus der epidemiologischen Entwicklung. Zurzeit sind über 1,1 
Millionen Menschen in Deutschland an einer Demenz erkrankt, wobei mehr als zwei Drittel 
von Morbus Alzheimer betroffen sind (Deutsche Alzheimer Gesellschaft). Die 
demographische Entwicklung Deutschlands zeigt eine alternde Gesellschaft, was in engem 
Zusammenhang mit der Zunahme an Alzheimer Erkrankungen steht, da der größte 
Risikofaktor das Altern an sich ist. Mathematischen Kalkulationen zu Folge sind im Jahre 
2050 in Deutschland 2,6 Millionen Demenz-Erkrankte zu erwarten. Das entspricht einem 
Anstieg von 35.000 Patienten pro Jahr, sofern kein Durchbruch in Prävention und Therapie 
gelingt. 
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1.2 DIE ENTSTEHUNG VON PLAQUES UND NEUROBRILLÄREN BÜNDELN 
 
Die bei der Alzheimer Krankheit so typischen bis zu 200 µm großen extrazellulären Plaques 
werden als Akkumulation von Proteinen und Lipiden beschrieben, deren Hauptkomponente 
ein 4 kDa großes Peptid darstellt. Glenner und Wong identifizierten 1984 als erstes dieses 
Amyloid  Peptid (A) aus Hirnhautblutgefäßen von Patienten mit dem Down Syndrom 
(Glenner and Wong, 1984a; Glenner and Wong, 1984b). A entsteht durch sequenzielle 
proteolytische Spaltung von APP und tritt in variablen Größen von 39-42 Aminosäuren auf. 
Innerhalb der Plaques liegt A in aggregierter Form vor, wobei die Akkumulation in der 
Kernregion der Plaques besonders dicht scheint (Abbildung 1-1). 
 
    
ABBILDUNG 1-1: Amyloid Plaques und neurofibrilläre Bündel. A) Extrazellulärer Plaque bestehend 
hauptsächlich aus Amyloid- mit verstärkter Akkumulation im Kern der Ablagerung (Methamin Färbung). B) 
Intrazelluläre Zusammenlagerung von hyperphosphorylierten Tau-Proteinen zu neurofibrillären Bündeln (Gallyas-
Silberfärbung) (Bogdanovic, 2000) 
 
Ein zweites pathohistologisches Merkmal der Alzheimer Erkrankung ist die Ausbildung von 
neurofibrillären Bündeln (NFT, neurofibrillary tangles). Diese intrazellulären Agglomerate 
bestehen aus hyperphosphorylierten und hyperacetylierten Tau-Proteinen, die sich zu 
paarigen helikalen Filamenten (PHFs, paired helical filaments) zusammenlagern. Unter 
physiologischen Bedingungen sind Tau-Proteine mit Mikrotubuli assoziiert und üben so eine 
Funktion in intrazellulären Transportvorgängen aus (Drubin et al., 1986; Drubin and 
Kirschner, 1986). Unter pathologischen Bedingungen wird Tau hyperphosphoryliert und 
dissoziiert von den Mikrotubuli. Dies hat in Neuronen vor allem eine Beeinträchtigung des 
axonalen Transports zur Folge. Die Akkumulation von Tau und die Ausbildung von NFTs 
werden als wesentliche Pathomechanismen für den Verlust von Neuronen durch 
Neurodegeneration angesehen (Garcia and Cleveland, 2001). Demgemäß scheinen 
kognitive Defizite und das Ausmaß der Demenz-Erkrankung mit der Bildung der Fibrillen zu 
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korrelieren (Nagy et al., 1995). Hierbei stellten Braak und Braak einen chronischen Verlauf, 
unterteilt in verschiedene Stadien, zu Grunde (Braak and Braak, 1991). 
 
1.3 AMYLOIDKASKADE - EINE HYPOTHESE ZUR KRANKHEITSINITIATION 
 
Wie schon Alois Alzheimer beschrieb, existieren zwei prominente histopathologische 
Merkmale der Alzheimer Krankheit. Zum einen sind das Ablagerungen von aggregierten A-
Peptiden in diffusen (amorphen) oder neuritischen Plaques und zum anderen sind es 
intrazelluläre Ablagerungen von hyperphosphorylierten Tau-Proteinen zu paarigen helikalen 
Filamenten bis hin zu neurofibrillären Bündeln. 
Es entwickelte sich die Frage, ob es einen kausalen Zusammenhang der beiden Befunde 
gibt oder ob beide unabhängig voneinander die Initiation der Alzheimer Krankheit bewirken. 
Eine der Hypothesen zur Krankheitsinitiation beschreibt die sogenannte Amyloid  Kaskade, 
in der A-Aggregate als Initiationsfaktor für alle weiteren Ereignisse im Krankheitsverlauf, wie 
die Hyperphosphorylierung und Aggregation von Tau, verantwortlich gemacht werden. 
Obwohl noch offen ist wie genau A42 diese Kaskade auslöst, gibt es einige Studien, die 
unterstützende Hinweise lieferten. So konnten Cummings und Kollegen die Größe der von 
A-Plaques betroffenen cortikalen Fläche in Korrelation mit dem Ausmaß der Störung der 
kognitiven Fähigkeiten setzen (Cummings and Cotman, 1995). Darüber hinaus wird sie 
durch den Befund gestützt, dass verschiedene Mutationen in APP, PSEN1 (Presenilin-1) 
oder PSEN2 (Presenilin-2), die die familiäre Form der Alzheimer Demenz (FAD) auslösen 
können, eine Erhöhung der Produktion von A42 nach sich ziehen, d.h. dass ein 
gemeinsamer Effekt auf die Prozessierung von APP in Richtung des amyloidogenen 
Prozessierungsweges eintritt (vgl. 1.6.). Experimentell konnte in Fibroblasten von FAD-
Patienten, sowie in Tiermodellen mit entsprechenden Gen-Mutationen, erhöhte A42-Spiegel 
nachgewiesen werden (Citron et al., 1994; Suzuki et al., 1994). Des Weiteren konnte die 
Duplikation des APP Gens mit einer erhöhten intrazellulären A-Bildung assoziiert werden 
(Cabrejo et al., 2006; Rovelet-Lecrux et al., 2006). Neben dieser erhöhten Produktion an 
A, gibt es ferner Hinweise auf eine Dysfunktion in der Beseitigung von A aus der Zelle, 
die eine Akkumulation zusätzlich begünstigen (Lambert and Amouyel, 2011). A-
Akkumulationen konnten bisher intrazellulär (D'Andrea et al., 2001; Gouras et al., 2000; 
Nagele et al., 2002; Wertkin et al., 1993) und extrazellulär bei Morbus Alzheimer 
nachgewiesen werden. Der größte Teil wird dabei in den Extrazellulärraum sezerniert, wo er 
in aggregierter Form in den Amyloid-Plaques zu finden ist. Intrazellulär ist A in vielen 
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subzellulären Kompartimenten wie ER, Golgi / Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und Endosomen 
lokalisiert (LaFerla et al., 2007). Welcher A-Aggregierungszustand für die Neurotoxizität 
verantwortlich ist, wird momentan noch kontrovers diskutiert. Derzeit wird A-Monomeren im 
Gegensatz zu den Oligomeren und Protofibrillen, denen eine neurotoxische Wirkung 
innerhalb der Langzeitpotenzierung und synaptischer Plastizität zugeschrieben wird, kein 
derartiger Effekt beigemessen (Walsh et al., 2002a; Walsh et al., 2002b). 
Dafür spricht, dass die Oligomerisierung von A toxische Effekte bewirkt, die in einer 
progressiven synaptischen und neuritischen Schädigung resultieren. Eine Kolokalisation von 
A-Aggregaten und dystrophen Neuronen unterstützen die Hypothese. Die FAD-assoziierte 
A42-Isoform weist eine erhöhte Aggregationstendenz auf (Hardy and Selkoe, 2002), 
wodurch eine höhere Neurotoxizität hervorgerufen wird (Yankner, 1996). Darüber hinaus ist 
für A42 eine höhere Degradations-Resistenz als für A40 bekannt (Glabe, 2001), wodurch 
die Ablagerungen im Gehirn vermehrt werden (Iwatsubo et al., 1994; Selkoe, 1999). Diese 
Befunde belegen A42 als die toxischere Form. Untersuchungen an Trisomie 21 Patienten 
unterstützen die Annahme, dass eine erhöhte Genexpression von APP und dadurch bedingt 
gesteigerte APP mRNA-Level, die in einer erhöhten A-Produktion resultieren (Rovelet-
Lecrux et al., 2006), in direktem Zusammenhang mit der Ausprägung der Krankheit steht. 
Down-Syndrom Patienten entwickeln ab dem 40. Lebensjahr die neuropathologischen 
Charakteristika von Morbus Alzheimer (Lemere et al., 1996; Querfurth et al., 1995).  
Integriert in die Hypothese der Amyloid  Kaskade, belegen Studien eine indirekte Interaktion 
zwischen Amyloid  und Tau, da die Hyperphosphorylierung und Aggregation von Tau durch 
A-Aggregation verstärkt werden kann (De Felice et al., 2008; Gotz et al., 2001). Unter 
physiologischen Bedingungen reguliert Tau den Aufbau und die Aufrechterhaltung der 
strukturellen Integrität von Mikrotubuli. Unter pathophysiologischen Umständen wird Tau 
hyperphosphoryliert und konnte in aggregierter Form, den neurofibrillären Bündeln, detektiert 
werden. Die Hyperphosphorylierung resultiert aus einer Störung der intrazellulären 
Signaltransduktion, hauptsächlich durch ein Ungleichgewicht der Aktivität verschiedener 
Proteinkinasen und Phosphatasen. Bei Morbus Alzheimer scheint A für diesen Prozess 
verantwortlich zu sein und somit indirekt die Entstehung von neurofibrillären Bündeln zu 
begünstigen. 
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1.4 MECHANISMEN DER NEURODEGENERATION BEI MORBUS ALZHEIMER 
 
Pathologisch ist das Gehirn eines Alzheimer Patienten, durch eine enorme Atrophie und 
einem hohen Verlust an Neuronen und Synapsen (Callahan et al., 1999; Terry et al., 1981) 
gekennzeichnet. Diese Aspekte sind auf spezielle Hirnareale, welche unter anderem für 
Lernen und Gedächtnis verantwortlich sind, begrenzt. Hierzu gehören Temporallappen mit 
dem Hippocampus, der Parietal-Lappen, der frontale Cortex und der Gyrus cinguli. Hierbei 
stellt sich die Frage nach den potentiellen Zelltodmechanismen, die der Neurodegeneration, 
die zunächst die Schädigung der Synapsen und zu späterem Zeitpunkt den Verlust von 
Neuronen verursacht, zu Grunde liegt. Mehrere Hinweise deuten auf den Beginn des 
Prozesses der Neurodegeneration in den Synapsen hin. Hierfür spricht, dass APP axonal 
transportiert wird, in den Präsynapsen akkumuliert und bei Erkrankung an Morbus Alzheimer 
entsprechend hohe Mengen an A, in den Synapsen lokalisiert, nachgewiesen werden 
konnten (Buxbaum et al., 1998b; Lazarov et al., 2002). Zusätzlich ist bekannt, dass A den 
axonalen Transport von APP beeinträchtigen kann, was die intrazelluläre Akkumulation von 
A und die Dysfunktion des neuronalen Netzwerkes begünstigen könnte (Pigino et al., 2009; 
Pigino et al., 2003). Dies würde die Grundlage für eine mögliche Hypothese zur Ausbreitung 
des neurodegenerativen Prozesses bei Morbus Alzheimer bieten. 
Für Morbus Alzheimer und andere neurodegenerative Erkrankungen wird kontrovers 
diskutier, ob der Verlust von Neuronen auf einen primär apoptotischen oder einen 
nekrotischen Zelltod zurückzuführen ist (Behl, 2000; Gorman, 2008; Jellinger and 
Stadelmann, 2001). Ursprünglich ging man davon aus, dass nur Apoptose und Nekrose als 
potentielle Formen des Zelltodes im Rahmen der Neurodegeneration möglich wären. 
Mittlerweile gibt es jedoch Hinweise auf eine Beteiligung eines weiteren Mechanismus, des 
autophagischen Zelltodes (Jaeger et al., 2010; Jaeger and Wyss-Coray, 2010). 
Die Apoptose bezeichnet einen distinkten, aktiven Vorgang, der zum kontrollierten Zelltod 
führt. Dieser Prozess spielt eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Nervensystems und 
für die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Zellteilung und Zelltod. Beschrieben wurde 
er 1972 das erste Mal von Kerr und Kollegen (Kerr et al., 1972). Experimentell ließ sich 
nachweisen, dass A über die Aktivierung der Caspasen 2, 3, 8 und 9 Apoptose in Neuronen 
induzieren kann (Loo et al., 1993). In post mortem Gehirngeweben von Alzheimer Patienten 
konnten verschiedene Nachweise für einen apoptotischen Zelltod erbracht werden. Hierzu 
zählen in situ Nachweise von DNA-Fragmenten (Lassmann et al., 1995; Su et al., 1994) und 
apoptotischen Körperchen (Cotman and Anderson, 1995). Darüber hinaus konnten DNA-
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Fragmentierungen mit c-Jun, welches für die neuronale Apoptose essentiell ist (Estus et al., 
1994), kolokalisiert vorgefunden werden (Anderson et al., 1995; Selznick et al., 1999). 
Der Verlust des episodischen Gedächtnisses, welches eines der frühesten klinischen 
Anzeichen der Alzheimer Krankheit ist, wird eher der Schädigung synaptischer Funktionen 
als neuronalem Zelltod im Hippocampus zugeschrieben (Arendt, 2009; Morrison and Hof, 
1997). Dendritische Dornfortsätze (Spines) scheinen als erstes synaptisches Element 
während der frühen kognitiven Beeinträchtigung betroffen zu sein (Bourne and Harris, 2008; 
Scheff et al., 2007). Eine erst kürzlich erschienene Studie von D’Amelio und Kollegen legt die 
Verbindung von frühen kognitiven Beeinträchtigungen bei der Alzheimer Krankheit mit einer 
nicht-apoptotischen Funktion der Caspase-3 nahe (D'Amelio et al., 2011). Die lokal 
begrenzte Caspase-3-Aktivierung in dendritischen Spines der CA1 Region des Hippocampus 
konnte für die funktionellen und strukturellen synaptischen Veränderungen, die mit der 
Beeinträchtigung des Gedächtnisses korrelierten, in einem Alzheimer Mausmodell 
nachgewiesen werden. Die Caspase-3-vermittelte Aktivierung von Calcineurin führte zu 
Veränderungen der glutamatergen synaptischen Transmission und Plastizität, und korrelierte 
mit der Degeneration der Spines und den Defiziten in Hippocampus-abhängigen 
Gedächtnisleistungen. Es gelang darüber hinaus durch eine pharmakologische Inhibition der 
Caspase-3-Aktivität die Spine-Dichte, die glutamaterge synaptische Transmission und 
partiell die Gedächtnisleistungen wieder herzustellen. Die Aktivität der Caspase-3 scheint 
somit unabhängig von ihrer apoptotischen Funktion kritisch für die frühe synaptische 
Dysfunktion in der Alzheimer-Pathologie im AD-Mausmodell zu sein.  
Ein zentraler Stress-Signalweg, der durch vielfältige Formen von neurotoxischen Stress 
aktiviert wird, ist der sogenannte JNK/c-Jun Signalweg. Für diesen Signalweg wurde eine 
Funktion bei Prozessen der neuronalen Plastizität, Regeneration und beim Zelltod in 
neuronalen und nicht-neuronalen Zellen beschrieben (Herdegen et al., 1997). Eine 
Aktivierung ist über diverse Stimuli, wie durch oxidativen oder genotoxischen Stress, 
Hitzeschock und proinflammatorische Cytokine, möglich (Cano and Mahadevan, 1995; Dai et 
al., 1995; Sluss et al., 1994; Westwick et al., 1994). Derzeit sind drei verschiedene Kinasen, 
die zur JNK-Untergruppe innerhalb der Familie der MAP Kinasen gehören, bekannt (JNK1, 2 
&3). Alle drei Familienmitglieder sind an apoptotischen Prozessen beteiligt sind (Davis, 1994; 
Johnson and Nakamura, 2007). Hierbei zeigte sich, dass JNK an der Initiation der Apoptose 
über den extrinsischen Signalweg, der durch die Bindung der Liganden (z.B. TNF, TRAIL, 
FAS-L, FAS2) an sogenannte Todesrezeptoren bedingt wird, und über den mitochondrialen 
Signalweg beteiligt ist (Elmore, 2007). Die Aktivierung von JNK erfolgt über eine duale 
Phosphorylierung an Thr183 und Tyr185 durch MAPK-Kinasen (MAPKK) (Moriguchi et al., 
1997). Nach erfolgter Aktivierung transloziert JNK in den Nukleus und reguliert dort durch 
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Phosphorylierung verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. c-Jun, ATF2, ELK-1 und p53 
(Davis, 2000; Fuchs et al., 1998; Gupta et al., 1995; Zinck et al., 1995). 
Im Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson oder 
Morbus Alzheimer konnten Veränderungen im JNK-Signalweg festgestellt werden 
(Bogoyevitch et al., 2004). So konnte eine erhöhte JNK-Aktivierung in degenerierten 
Neuronen in post mortem Gehirnschnitten von Alzheimer-Patienten nachgewiesen werden 
(Shoji et al., 2000; Zhu et al., 2001). Außerdem resultiert die Aktivierung des JNK-
Signalweges über A in der Phosphorylierung von APP und beeinflusst wiederum die 
Produktion von A (Colombo et al., 2009; Colombo et al., 2007). Im Gegenzug zeigten 
Braithwaite und Kollegen, dass die Inhibition des JNK-Signalweges in einem Alzheimer 
Modell zur Protektion vor einem A-induzierten Zelltod führt (Braithwaite et al., 2010). 
Darüber hinaus konnte Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass eine 
APP-Überexpression in vitro zu einer verringerten JNK-Aktivität führt (Kögel et al., 2005). 
Diskutiert wird eine Interaktion von APP und dem JNK-Signalweg über JIP1 (JNK interacting 
protein 1), welches mit dem YENPTY-Motiv der intrazellulären Domäne von APP (AICD) 
interagieren kann (Scheinfeld et al., 2002). Zusammengefasst kann für APP eine wichtige 
Rolle in der Regulation des JNK-Signalweges unter zytotoxischem Stress postuliert werden. 
In den folgenden Abschnitten sollen pathophysiologisch relevante Stressbedingungen, die 
zum Untergang von Neuronen bei Morbus Alzheimer beitragen könnten, näher erläutert 
werden. Dazu gehört zum einen die Störung der Kalziumhomöostase. Es ist bekannt, dass 
Mutationen, die die familiäre Alzheimer Demenz verursachen, eine Dysregulation der 
neuronalen Kalziumhomöostase nach sich ziehen und dadurch zur Pathologie der 
Erkrankung beitragen (Mattson, 2010). Die Veränderung der Ca2+-Spiegel treten bereits vor 
der Beeinträchtigung der kognitiven Fähigkeiten und dem neurodegenerativen Prozess im 
Gehirn von Alzheimer Patienten auf (Bezprozvanny and Mattson, 2008). Insbesondere 
verursacht eine Störung des Kalziumhaushaltes des endoplasmatischen Retikulums (ER) im 
AD-Mausmodell einen übermäßigen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration, was 
Signalkaskaden auslösen kann, die die Funktionalität und Integrität von Neuronen 
beeinträchtigt. Studien belegen, dass eine Störung der neuronalen Kalziumhomöostase eine 
gemeinsame Rolle für die Alterserscheinungen des Gehirns und der Pathophysiologie in der 
Alzheimer Demenz spielt (Camandola and Mattson, 2010; Gleichmann et al., 2010; 
Khachaturian, 1989). So kann ein altersabhängiger Anstieg an oxidativem Stress ebenso wie 
Alzheimer-bedingte A-Toxizität in einem gesteigerten intrazellulären Ca2+-Spiegel 
resultieren (Bezprozvanny and Mattson, 2008), welches wiederum bei Morbus Alzheimer zu 
einer gesteigerten amyloidogenen Prozessierung von APP führt (Liang et al., 2010). In 
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diesem Zusammenhang konnte in transgenen AD-Mausmodellen ein erhöhter oxidativer 
Stress in Neuronen mit den frühesten erkennbaren Stadien der A- bzw. Tau-Pathologien 
assoziiert werden (Abdul et al., 2008). Zwei Hauptmechanismen beschreiben die toxische 
Wirkung von A unter Einbeziehung der Störung der Ca2+-Homöostase. Im ersten 
beschriebenen Mechanismus aggregiert A an der Zelloberfläche und begünstigt die erhöhte 
Generierung von reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS; reactive oxygen species), was 
u.a. in der Peroxidation von Membranlipiden resultiert. Dies wiederum führt zur Produktion 
des Aldehyds 4-Hydroxynonenal, welches die Funktion von ATPasen und Glucose- und 
Glutamat-Transportern beeinträchtigt, was in einer Membrandepolarisation, einem Ca2+-
Einstrom und einer zellulären Energie-Depletion resultiert (Blanc et al., 1998; Keller et al., 
1997; Mark et al., 1995; Mark et al., 1997a; Mark et al., 1997b). Der zweite Mechanismus der 
A-induzierten Störung der Kalziumhomöostase basiert auf der Bildung von Ca2+-
permeablen Poren in der Plasmamembran durch A-Oligomere (Zhu et al., 2000). Der lokale 
Kalziumeinstrom führt zur Freisetzung von Cytochrom C aus angrenzenden Mitochondrien. 
Cytochrom C gelangt durch Diffusion an die Inositoltriphosphat-Rezeptoren (IP3-R) des 
endoplasmatischen Retikulums, wo es binden kann und seinerseits die Kalziumausschüttung 
aus dem ER induziert. Die dadurch global erhöhte zytoplasmatische Kalziumkonzentration 
resultiert in einer erhöhten Aufnahme von Kalzium in die Mitochondrien, die mit einer 
weiteren globalen Ausschüttung von Cytochrom C reagieren. Diese simultane Freisetzung 
bewirkt die Formierung des Apoptosoms, in welchem u.a. Caspasen aktiviert werden und 
finalisiert letztendlich im apoptotischen Zelltod (Mattson and Chan, 2003). 
Zusammengenommen kann postuliert werden, dass die Destabilisierung der 
Kalziumhomöostase eine große Bedeutung in der Pathologie der Alzheimer Krankheit inne 
hat. 
Die Akkumulation von A und Tau im Alzheimer Gehirn ermöglicht die Zuordnung der 
Krankheit zu den Proteopathien und lässt vermuten, dass eine Dysregulation der 
Mechanismen der Proteinqualitätskontrolle (PQC, protein quality control) direkt oder indirekt 
an der Pathogenese beteiligt ist. Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) stellt einen 
zentralen Prozess in der Proteinqualitätskontrolle dar und wird in Zusammenhang mit der 
Alzheimer-Pathogenese gebracht. Nachweise von Ubiquitin-Akkumulationen in den Amyloid-
Plaques und den neurofibrillären Bündeln geben hierfür Hinweise (Ii et al., 1997; Morishima-
Kawashima et al., 1993; Perry et al., 1987). Darüber hinaus konnte eine mutierte Form von 
Ubiquitin-B (UBB+1), das die Ubiquitin-abhängige Proteolyse in neuronalen Zellen blockiert, 
nachgewiesen werden (Lindsten et al., 2002). UBB+1 wird als Mediator der A-induzierten 
Neurotoxizität betrachtet (Song et al., 2003). Das Gehirn von Alzheimer Patienten ist auch 
durch die Akkumulation von oxidierten Proteinen (Forero et al., 2006; Zhu et al., 2007) 
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gekennzeichnet, die die Aktivität des UPS beeinträchtigen (Bence et al., 2001). Ferner 
konnte nachgewiesen werden, dass ein Enzym des UPS, UCH-L1, geringer exprimiert wird 
und dadurch Funktion des UPS beeinträchtigt wird (Castegna et al., 2002; Pasinetti, 2001). 
Des Weiteren konnte eine Änderung in der Zusammensetzung der Untereinheiten des UPS 
belegt werden (Mishto et al., 2006). Mehrere Studien geben Hinweise darauf, dass der 
Signalweg des Proteasoms eine Verbindung zwischen A-Akkumulation und der Tau-
Pathologie darstellt (Oddo, 2008; Oddo et al., 2004). Zusammengenommen kann 
proteasomaler Stress, der eine Beeinträchtigung des UPS nach sich zieht, als Faktor, der zur 
Pathologie von Morbus Alzheimer beiträgt, postuliert werden. 
 
1.5 RISIKOFAKTOREN IN DER PATHOLOGIE DER ALZHEIMER KRANKHEIT 
 
Die Alzheimer Krankheit ist eine der verbreitetesten neurodegenerativen Erkrankungen 
unserer westlichen Welt. Es ist davon auszugehen, dass 10% aller über 65 Jährigen und bis 
zu 50% aller über 85 Jährigen von dieser Alters-assoziierten Krankheit betroffen sind. Der 
größte Risikofaktor ist dem zu Folge das Altern an sich (Gao et al., 1998; Jorm and Jolley, 
1998). Diese progrediente Erkrankung entwickelt die ersten Symptome im fortgeschrittenen 
Lebensalter. Da Frauen, laut Statistik, eine höhere Lebenserwartung haben, stellen sie die 
Bevölkerungsgruppe dar, die häufiger betroffen ist. Diese Alters-assoziierte Form der 
Alzheimer Krankheit wird oft auch als die sporadische Form bezeichnet. Obwohl das Altern 
anerkannterweise den größten Risikofaktor an Morbus Alzheimer zu erkranken darstellt, sind 
die molekularen Mechanismen in diesem Zusammenhang noch unklar. Bekannt ist, dass der 
Alterungsprozess eine prinzipiell nicht-pathogene Atrophie des Gehirns nach sich zieht und 
neuronale Zellmembranen eine veränderte Zusammensetzung aufweisen (Dyall et al., 2007; 
Uauy and Dangour, 2006). Ungesättigte Fettsäuren stellen einen wichtigen regulativen 
Bestandteil in den Zellmembranen dar, wobei die Docosahexaensäure (DHA) mit ca. 8% des 
Trockengewichts des Gehirnes die prominenteste ungesättigte Fettsäure darstellt (Muskiet et 
al., 2006). Der Einbau von ungesättigten Fettsäuren ist für die Modulation der 
Membranfluidität essentiell (Glomset, 2006; Marszalek and Lodish, 2005). Für den 
Alterungsprozess und die Alzheimer Krankheit stellt die Abnahme an mehrfach ungesättigten 
Fettsäuren und somit auch eine verringerte Membranfluidität von neuronalen Zellen einen 
gemeinsamen Faktor dar (Dyall et al., 2007; Uauy and Dangour, 2006). 
Nur ein kleiner Anteil (ca. 5-10%) der Erkrankungen geht auf eine autosomal dominant 
vererbte Mutation zurück, die meist einen Ausbruch zwischen der 4. und 6. Lebensdekade 
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verursacht. Der größte Teil dieser familiären Alzheimer Erkrankung (FAD, familial 
Alzheimer`s Disease) geht auf Mutationen in den Genen kodierend für das Amyloid-
Precursor Protein oder den Präsenilinen zurück (Abbildung 1-2) (Mattson, 2004; Selkoe, 
2001a). Diese genetische Prädisposition geht mit einer 100%igen Penetranz einher. 
Histopathologische Analysen zeigten bei Patienten mit Trisomie 21 ähnliche Befunde wie bei 
Alzheimer-Patienten. Dies betraf die neuritschen Plaques mit der Hauptkomponente A, 
welches aus der proteolytischen Spaltung des Vorläuferproteins APP hervorgeht. Da das 
APP Gen auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist (Tanzi et al., 1987), zeigen Trisomie 21 
Patienten eine gesteigerte Expression von APP, welche unwillkürlich eine erhöhte Bildung an 
A-Peptiden nach sich zieht. Die im Zusammenhang mit den ab der 4. Lebensdekade 
auftretenden klinischen Symptomen der Alzheimer Krankheit führte zur Diagnose der EO AD 
(early onset of Alzheimer`s Disease). Studien basierend auf einer Duplikation von APP 
untermauerten den Zusammenhang zwischen einer erhöhten APP-Expression und dem 
Auftreten von Morbus Alzheimer (Rovelet-Lecrux et al., 2006; Sleegers et al., 2006). 
Risikofaktoren 
Gen Chromosom Genveränderungen Ausbruch der Krankheit Kategorie 
APP 21 Trisomie 21 >40 EO AD 
APP 21q21 
39  
(davon 7 nicht pathogen 
bzw. unklar) 
45-55 EO FAD 
PSEN1 14q24.2 
194 
(davon 12 nicht pathogen 
bzw. unklar) 
25-65 EO FAD 
PSEN2 1q42.13 
23 
(davon 9 nicht pathogen 
bzw. unklar) 
45-88 EO FAD 
Apo E 19q13.32 
Polymorphismus 

>60 LO AD 
     
ABBILDUNG 1-2: Genetische Risikofaktoren der Alzheimer Krankheit. Mutationen die zum frühen Ausbruch 
von AD (EO FAD, early onset of familial Alzheimer`s Disease) führen zeigen sich auf den Chromosomen 21, 14 
und 1, mit APP und PSEN1/2 als betroffene Gene. Alle Mutationen werden dominant vererbt und zeigen einen 
erhöhten Effekt auf den ASpiegel. Einzig Polymorphismen des ApoE Gens stellen einen Risikofaktor für 
einen späteren Ausbruch der Krankheit (LO AD, late onset of Alzheimer`s Disease) dar. (Bekris et al., 2010; Cruts 
and Van Broeckhoven, 1998a; Cruts and Van Broeckhoven, 1998b; Theuns et al., 2006 und 
http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations) 
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Genetische Analysen von ca. 85 verschiedenen Familien ergaben bisher 32 Mutationen des 
APP-Gens, die nachweislich mit Morbus Alzheimer assoziiert sind (Goate et al., 1991; 
Hendriks et al., 1992; Levy et al., 1990; Mullan et al., 1992; Rovelet-Lecrux et al., 2006; 
Sleegers et al., 2006; Wakutani et al., 2004). Sie stellen ca. 15% der Mutationen, die zu einer 
frühen Ausprägung der Erkrankung führen. Einige dieser Mutationen haben Anwendung im 
Tiermodell gefunden. So zum Beispiel die “Schwedische“ - Mutation oder die „London“ -
 Mutation (Lanz et al., 2003; Perez-Cruz et al., 2011; Stein et al., 2004; Tanghe et al., 2010). 
Die entwickelten transgenen Mausmodelle zeigen eine erhöhte A Produktion und 
entwickeln einen Alzheimer-typischen Phänotyp mit unterschiedlichen neurologischen 
Abnormalitäten (Goate et al., 1991; Mullan et al., 1992). Diese Tiermodelle stellen eine 
entscheidende Möglichkeit zur Untersuchung der Alzheimer Krankheit dar. Neben den hier 
aufgeführten APP-Mutationen ist bekannt, dass eine anhaltende Aktivierung von 
extrasynaptischen NMDA-Rezeptoren dazu führen kann, dass das APP-Expressionsmuster 
verändert vorliegt. Die neuronale Spleißvariante APP695 lag in den Neuronen weniger 
prominent vor. Diese Beobachtungen gingen mit einer erhöhten A-Produktion einher, was 
darauf schließen lässt, dass die Modulation des Spleißprozesses ein weiterer Faktor ist, der 
zur Alzheimer-Pathologie im Sinne der Amyloid  Kaskade beitragen kann (Bordji et al., 
2010). Mutationen des PSEN1 Gens können nicht nur zu den schwersten Formen der 
Erkrankung, sondern auch zu einem Ausbruch in einem sehr frühen Lebensalter führen. Hier 
ist die Variabilität aber auch am größten (zusammengefasst in Bekris et al., 2010). PSEN1-
assoziierter Morbus Alzheimer ist durch einen progredienten Krankheitsverlauf mit 
Parkinsonismus, einem veränderten Notch-Signaling und AICD- (APP intracellular C-terminal 
domain) Akkumulation charakterisiert (Goedert and Spillantini, 2006; Wolfe, 2007). Des 
Weiteren ist hier ein weites Spektrum an unterschiedlich ausgeprägten Phänotypen bekannt, 
die teilweise mit bestimmten PSEN1-Mutationen korreliert werden können. Insgesamt stellen 
PSEN1-Mutationen 18% - 50% der autosomal dominant vererbten Formen dar (Theuns et 
al., 2000). 
PSEN2-assoziierter Morbus Alzheimer unterscheidet sich von PSEN1-assoziertem durch 
den späteren Zeitpunkt des Ausbruchs der Erkrankung. Wobei der Zeitpunkt des Ausbruchs 
innerhalb einer Familie mit PSEN2-induzierter AD, sehr variabel sein kann, währenddessen 
der Zeitpunkt bei einer PSEN1-Mutation innerhalb einer Familie recht ähnlich ist. Ebenso wie 
Mutationen in den Genen APP oder PSEN1, zieht eine Mutation von PSEN2 eine 
Verschiebung des Verhältnisses zwischen A40 und A42 zu Gunsten der toxischeren 42 
Aminosäuren großen Variante nach sich (Citron et al., 1992; Citron et al., 1997; Scheuner et 
al., 1996). ApoE (Apolipoprotein E) nimmt in diesem Zusammenhang eine Sonderstellung 
ein, da es Hinweise auf eine Assoziation mit der familiären Alzheimer Krankheit gekoppelt 
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mit einem späten Krankheitsausbruch und der sporadischen Form gibt. ApoE ist auf dem 
Chromosom 19 lokalisiert und in 3 verschiedenen Allelen ausgeprägt: E2, E3, und E4. Alle 
drei Allele unterscheiden sich nur durch eine Aminosäure an Position 112 bzw. 158. E2 
scheint das Risiko Alzheimer zu entwickeln zu minimieren (Corder et al., 1994), während E4 
bekannt dafür ist mit einem erhöhten A-Metabolismus zu korrelieren (Saunders et al., 
1993). Dementsprechend erhöht ist das Risiko, wenn zwei Kopien des ApoE4 Allels 
vorhanden sind (Corder et al., 1993; Weidemann et al., 1989). 
 
1.6 DIE PROTEOLYTISCHE SPALTUNG VON APP 
 
Eine der zentralen Hypothesen zur Entstehung der Alzheimer Erkrankung ist die Hypothese 
der toxischen Amyloid  Kaskade (Hardy and Selkoe, 2002; Hardy and Higgins, 1992). Sie 
basiert auf der Annahme, dass die neuronale Degeneration durch ein Ungleichgewicht 
zwischen Produktion und Entfernung von toxischen A-Peptiden, welche verschiedene 
Aggregierungsformen bilden können, verursacht wird. Der hier zu Grunde liegende 
Prozessierungsweg bezeichnet deswegen auch den amyloidogenen Spaltungsweg von APP. 
Dem gegenüber steht der sogenannte nicht-amyloidogene Weg (vgl. Abbildung 1-3). Diese 
Prozessierungswege sind durch die Aktivität von drei verschiedenen Proteasen 
gekennzeichnet. Im ersten Prozessierungsschritt konkurrieren hier -Sekretasen mit -
Sekretasen um das Substrat APP (Buxbaum et al., 1998a; Skovronsky et al., 2000). Unter 
physiologischen Bedingungen wird APP zu ca. 95% durch -Sekretase gespalten und dann 
über den nicht-amyloidogenen Weg weiter prozessiert. Über die sequenzielle Prozessierung 
beginnend mit -Sekretase wird der amyloidogene Prozessierungsweg eingeschlagen. 
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ABBILDUNG 1-3: Schematische Darstellung der proteolytischen Spaltung von APP. (adaptiert nach 
Nikolaev et al., 2009) APP ist mittig als Transmembranprotein abgebildet. Dabei stellt der graue Bereich A dar. 
Die Schnittstellen für -, - und -Sekretase sind über Pfeile skizziert. Rechts in der Abbildung ist der 
amyloidogene Prozessierungsweg dargestellt. Er ist gekennzeichnet durch -Sekretase-Spaltung resultierend in 
der N-terminalen Ektodomäne sAPP (soluble/secreted APP) und einem C-terminalen Fragment C99. C99 wird 
durch -Sekretasen zu A und AICD (APP intracellular C-terminal domain) prozessiert. Eine weitere 
Prozessierung von sAPP durch eine unbekannte Protease resultiert in einem N-terminalen Fragment und einem 
nicht weiter spezifizierten C-terminalen Teilfragment von sAPP. Der nicht amyloidogene Weg ist durch -
Sekretase-Spaltung charakterisiert, welche in der Bildung der Spaltprodukte sAPP (soluble/secreted APP) und 
C83 resultiert. Nach dem Schnitt der -Sekretase entstehen aus C83 das lösliche Protein p3 und AICD. 
 
1.6.1 DIE NICHT-AMYLOIDOGENE PROZESSIERUNG VON APP 
 
Der nicht-amyloidogene Prozessierungsweg umfasst im ersten Schritt die Spaltung des 
Amyloid Precursor Proteins durch membranständige -Sekretasen. Hierbei sind in Säugern 
verschiedene Proteasen der ADAM-Familie (a disintegrin and metalloprotease) bekannt, die 
-Sekretase-Aktivität besitzen. Zu diesen zählen unter anderem ADAM9, ADAM10 und 
ADAM17 (auch bekannt als TACE) (Lichtenthaler, 2011). Die resultierenden Spaltprodukte 
sind zum einen die N-terminale Ektodomäne von APP (sAPP) und ein in der Membran 
verankertes C-terminales APP-Fragment C83. Die Schnittstelle der -Sekretase liegt 
innerhalb der A-Sequenz in einer Distanz von 10-13 Aminosäuren zur Membran zwischen 
Lys16 und Leu17, so dass die Generierung von A unterbunden wird (Esch et al., 1990). Die 
Prozessierung von APP durch -Sekretasen findet im sekretorischen Transportweg vom 
Trans-Golgi-Netzwerk zur Plasmamembran oder an der Plasmamembran direkt statt 
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(Chyung and Selkoe, 2003; Sisodia, 1992). Hierbei zeigt ADAM10 eine regulative und im 
Gegensatz zu ADAM9 und ADAM17 auch eine konstitutive -Sekretase-Aktivität bezüglich 
der APP-Prozessierung auf (Endres et al., 2005; Fahrenholz, 2007). Das 83 Aminosäure 
große C83-Fragment wird dann entweder durch die hochmolekulare membranständige -
Sekretasen an drei verschiedenen Positionen gespalten (Ɛ, ζ, γ), was in der Generierung der 
beiden Fragmente p3 und AICD (APP intracellular C-terminal domain) resultiert oder aber 
C83 wird reinternalisiert und in Lysosomen abgebaut. Das lösliche Protein p3 wird 
extrazellulär sezerniert und konnte in diffusen Amyloid-Ablagerungen in ausgewählten 
Hirnarealen nachgewiesen werden (Higgins et al., 1996; Postina, 2008). Die genaue 
Funktion von p3 ist bislang noch ungeklärt. Doch ist bekannt, dass p3 in einer -
Faltblattstruktur vorliegen kann und dadurch die Tendenz Aggregate zu bilden erhöht ist. Es 
sind bisher nur fibrilläre Aggregate und keine intermediären Aggregierungsformen wie 
Oligomere detektiert worden (Dulin et al., 2008). In vitro konnte p3 neuronale Apoptose mit 
einer geringeren Toxizität als A induzieren (Wei et al., 2002a; Wei et al., 2002b).  
Der nicht-amyloidogene Weg führt wie oben beschrieben zur Produktion von sAPP unter 
gleichzeitiger Unterbindung der Produktion von A. In neuronalen Zellen führt dies zu einem 
neuroprotektiven Effekt, wobei dem löslichen sAPP verschiedene Funktionen 
zugesprochen werden. Hierzu zählen die Stimulation von Zellproliferation und Zelladhäsion, 
die Modulation der Erregbarkeit von Neuronen und ein Einfluss auf synaptische Plastizität 
(Ishida et al., 1997). Ferner wurde eine sAPP-vermittelte Protektion gegen zellulären Stress 
durch die Stabilisierung der intrazellulären Kalziumhomöostase durch die Aktivierung von 
Guanylat-Zyklase nachgewiesen (Mattson et al., 1993b; Mattson and Furukawa, 1998; 
Mattson et al., 1999). Des Weiteren übt sAPP seine Protektion über die Aktivierung des 
anti-apoptotischen NF-B-Signalweges aus (Barger and Mattson, 1996). In diesem 
Zusammenhang wurde bereits versucht die Aktivität der -Sekretase spezifisch zu erhöhen, 
um deren Potential als therapeutischen Mittel für die Behandlung der Alzheimer Erkrankung 
zu nutzen. Hier zeigte, innerhalb eines Alzheimer-Mausmodells, eine moderat erhöhte 
Expression von ADAM10, eine erhöhte Sekretion von sAPP. Die Generierung von A-
Peptiden und dadurch die Bildung von Plaques war ebenfalls verringert (Postina et al., 
2004). Des Weiteren wurde eine erhöhte cortikale Synaptogenese festgestellt. Im Gegensatz 
dazu konnte eine massive Überexpression von ADAM10 in Zusammenhang mit erhöhtem 
Risiko für epileptische Anfälle, Inflammation und neuronaler Schädigung gebracht werden 
(Clement et al., 2008). 
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Diesen Befunden entsprechend kritisch, scheint eine direkte Modulation der -Sekretase zu 
sein. Eine weitere Möglichkeit indirekt die Aktivität der -Sekretasen zu erhöhen, zeigten 
Ansätze über die Modulierbarkeit der Membranfluidität. Hier stellen Statine und Omega-3 
Fettsäuren eine Möglichkeit zur Erhöhung der Membranfluidität dar (Kirsch et al., 2003a; 
Kirsch et al., 2003b; Lim et al., 2005). Der Einsatz von Omega-3 Fettsäuren, im Besonderen 
von Docosahexaensäure (DHA), und deren Wirkung auf die Prozessierung von APP wurde 
in der vorliegenden Arbeit untersucht. DHA gehört zu den mehrfach ungesättigten 
Fettsäuren, welche essentiell für die Regulation der Membranfluidität sind (vgl.1.5.). In 
diesem Zusammenhang gibt es mehrere Hinweise auf eine Modulation der Membranfluidität 
durch ungesättigte Fettsäuren, die sich auf die Prozessierung von APP auswirkt (Kojro et al., 
2001; Peters et al., 2009; Yang et al., 2010). Hierbei zeigte sich eine unterstützende Wirkung 
hinsichtlich der -Sekretase-abhängigen Prozessierung. Darüber hinaus sind für DHA 
protektive Effekte gegen A-induzierter Neurotoxizität bekannt (Green et al., 2007; Hossain 
et al., 2009; Oksman et al., 2006; Sahlin et al., 2007; Wang et al., 2009). 
 
1.6.2 DIE AMYLOIDOGENE PROZESSIERUNG VON APP 
 
Dem amyloidogenen Prozessierungsweg liegt eine sequenzielle Spaltung des APP durch -
Sekretase und -Sekretase zu Grunde. Der -Sekretase Schnitt liegt in der extrazellulären 
Domäne von APP zwischen Aminosäure 596 und Aminosäure 597 am N-terminalen Ende 
der A Sequenz. Die somit entstehende Ektodomäne sAPP ist damit im Vergleich zum 
Spaltprodukt nach -Sekretase Prozessierung um 17 Aminosäuren kürzer (Seubert et al., 
1993). Ein Vergleich dieser beiden so ähnlichen Spaltprodukte in Bezug auf ihre 
neuroprotektiven Eigenschaften, ergab ein bis zu 100fach höheres Potential von sAPP 
(Furukawa et al., 1996b). 
Das verbleibende, in der Membran verankerte C-terminale Fragment (C99), besteht aus 99 
Aminosäuren und wird ebenso wie C83 im nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg 
anschließend durch die -Sekretase weiter prozessiert. Die Position der Schnittstelle der -
Sekretase ermöglicht demnach die Generierung von A durch anschließende -Sekretase 
Spaltung. 
Die prominenteste -Sekretase BACE1 (-site APP-cleaving enzyme1) und dessen Homolog 
BACE2 (-site APP-cleaving enzyme2) gehören zu den Aspartatproteasen (Vassar et al., 
1999). Beide -Sekretasen gleichen sich in ca. 64% ihrer Aminosäuresequenz, doch wird 
BACE2 im Gegensatz zu BACE1 nur gering in neuronalen Zellen exprimiert. Während 
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BACE2 APP unspezifisch auch innerhalb der A Sequenz spaltet, zeichnet sich BACE1 als 
erheblich spezifischere Protease aus (Bennett et al., 2000; Farzan et al., 2000). 
Dementsprechend wird der Aktivität von BACE1 eine höhere Relevanz innerhalb der 
Erkrankung an Alzheimer zugesprochen. Durch Homodimerisierung von BACE1-Proteinen 
(Schmechel et al., 2004), welche hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum und dem 
Trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert sind, erhöht sich die Substrat-Affinität im Vergleich zum 
Monomer (Westmeyer et al., 2004). Weiterhin ist bekannt, dass BACE1 eine mit der 
familiären Alzheimer Erkrankung assoziierte APP-Mutante (schwedische APP-Mutante), mit 
einer 10-100fach höheren Effizienz spaltet als Wildtyp-APP. Für eine direkte Assoziation mit 
der Alzheimer Krankheit sprechen diverse Studien, die erhöhte BACE1 Level und 
Enzymaktivität bei Alzheimer-Patienten im Gehirn bzw. in der Cerebralflüssigkeit gefunden 
haben (Fukumoto et al., 2002; Holsinger et al., 2004; Mulder et al., 2010). 
Es ist davon auszugehen, dass sich BACE1 als therapeutischer Ansatzpunkt in der 
Behandlung der Alzheimer Erkrankung ebenfalls anbietet, da in verschiedene Studien mit 
BACE1-Knockout Mausmodellen ein normaler Phänotyp gezeigt werden konnte (Cai et al., 
2001; Luo et al., 2001b; Ohno et al., 2004). Weiterhin scheint ein BACE1 Knockout im 
transgenen AD-Modell A-Amyloidose und kognitive Defizite zu verringern (Laird et al., 2005; 
Singer et al., 2005). Doch nachfolgende Studien am Mausmodell zeigen, dass die 
Nachkommen von BACE1 Null Mutanten eine erhöhte Sterberate innerhalb der ersten 
Wochen nach der Geburt aufweisen. Die überlebenden Nachkommen zeigten u. A. 
Hypermyelinisierung von peripheren Nerven, veränderte elektrophysiologische 
Charakteristika von spannungsabhängigen Natriumkanälen und neurologische Auffälligkeiten 
wie eine erhöhte Schmerzempfindlichkeit (Dominguez et al., 2005). 
Die innerhalb der unterschiedlichen Prozessierungswege entstehenden C-terminalen 
Fragmente C99 und C83 stellen Substrate der -Sekretase dar. Die -Sekretase zeichnet 
sich als hochmolekularer Enzymkomplex aus, der aus Präsenilinen, Nicastrin, APH-1 
(Anterior Pharynx Defective 1) und PEN-2 (Präsenilin-Enhancer-2) besteht (Capell et al., 
2005; De Strooper et al., 1998). Die Präseniline durchspannen hierbei mehrfach die 
Membran und bilden so vermutlich das aktive Zentrum der -Sekretase (Haass, 2004). Im 
amyloidogenen Prozessierungsschritt durch diese membranständige Sekretase entsteht je 
nach Position der Spaltung entweder A40 oder A42 (Haass et al., 1992; Shoji et al., 1992) 
und das entsprechende AICD (Sastre et al., 2001; Selkoe, 2001b). Diese beiden 
Schnittstellen stellen die prominentesten dar, doch können A Fragmente anderer Größe 
durchaus auf Grund der Unspezifität der -Sekretase entstehen (LaFerla, 2002). Am 
häufigsten jedoch entsteht A40, während die 42 Aminosäure große Variante nur ca. 5 -10% 
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der Menge an A40/42 ausmacht. Auf Grund seiner hydrophoben Eigenschaften bilden A 
Peptide verschiedene Aggregierungszustände aus. Aus Oligomeren entstehen zunächst 
Protofibrillen, die sich dann zu Fibrillen aneinander lagern (Hardy and Selkoe, 2002), wobei 
die Protofibrillen dabei den charakteristischen Hauptbestandteil der Amyloid-Plaques liefern. 
Eine Korrelation zwischen dem Ausmaß der Erkrankung, dem neurodegenerativen Aspekt 
und der A Produktion konnte für oligomere Aggregate und nicht für die fibrillären 
Ablagerungen in den Amyloid-Plaques gefunden werden (Lue et al., 1999; McLean et al., 
1999). A40 und A42 unterscheiden sich hauptsächlich auf Grund ihrer Toxizität. A42 wird 
vornehmlich im ER gebildet, aggregiert schneller und ist die toxischere Form, wohingegen A-
40 hauptsächlich im TGN von Neuronen produziert wird. In nicht-neuronalen Zellen wird A 
generell an der Zelloberfläche generiert (Hartmann et al., 1997). 
Ferner ist bekannt, dass die Prozessierung von APP durch verändertes Ca2+-Signaling 
beeinflusst wird. Hinweise dafür geben die Spaltprodukte A40 und A42, die Ca2+ 
durchlässige Poren in der Plasmamembran bilden können, was wiederum zu erhöhten 
intrazellulären Ca2+-Spiegeln führt (Arispe et al., 1993). Diese Destabilisierung der 
Kalziumhomöostase verursacht die Generation von freien Radikalen (Brustovetsky et al., 
2005), Peroxidation von Lipiden (Lovell et al., 2001) und Apoptose (Mattson, 1994), was zur 
A-Toxizität beiträgt. Darüber hinaus verringert A die Aktivität von spannungsabhängigen 
Calcium-Kanälen (Nimmrich et al., 2008). 
Frühe Anzeichen der Alzheimer Krankheit sind Einschränkungen in der Gedächtnisleistung 
und Defizite in kognitiven Leistungen wie Lernprozessen. Dieses steht in engem 
Zusammenhang mit dem Prozess der Langzeitpotenzierung (LTP, long term potentiation), für 
welche in elektrophysiologischen Untersuchungen oligomere A-Aggregate, die LTP-
inhibitorisch fungieren, verantwortlich gemacht werden konnten (Walsh et al., 2002a). 
Neben den Spaltprodukten A bzw. p3 entstehen nach der Prozessierung der C-terminalen 
Fragmente entsprechende AICD. Auf Grund der Ähnlichkeit von Notch und APP in ihrer 
proteolytischen Spaltung, lag die Vermutung nahe, dass die AICD ähnliche Eigenschaften 
und Funktionen wie NICD (Notch intracellular domain) aufweisen könnte (Kimberly et al., 
2001). Notch wird sequenziell von ADAM17 und einer Präsenilin-abhängigen -Sekretase 
gespaltet. Das dann sezernierte NICD assoziiert mit CBF1 (protein C binding factor 1), 
transloziert in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsfaktor. 
Das an sich instabile AICD kann von verschiedenen Kofaktoren, z.B. Fe65, Tip60 und CP2 
gebunden werden (Bressler et al., 1996; Fiore et al., 1995; Zambrano et al., 1998). In den 
Zellkern transloziert übt es eine genregulatorische Funktion auf verschiedene Zielgene aus 
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(Cao and Sudhof, 2001; Gao and Pimplikar, 2001; Muller et al., 2008). Des Weiteren ist eine 
Funktion des AICD-Komplexes an der Regulation der ER-Kalziumhomöostase bekannt 
(Leissring et al., 2002). Die Rolle von AICD in der Pathogenese der Alzheimer Krankheit ist 
nicht genau geklärt. Doch konnte bisher gezeigt werden, dass eine Überexpression von 
AICD, eine Reihe von Vorgängen initiiert, die mit der Aktivierung von GSK-3 beginnt und 
letztendlich in Neurodegeneration finalisiert (Ghosal et al., 2009). Neben der Aktivierung von 
GSK-3 konnte eine erhöhte Phosphorylierung von CRMP-2 (collapsin response mediator 
protein 2) festgestellt werden. Diese beiden Phänomene sind auch im Alzheimer Patienten 
wieder zu finden (Hooper et al., 2008), was AICD zu einem zusätzlichen pathogenen Faktor 
macht. Unterstützend für eine Beteiligung von AICD in der Manifestierung der Alzheimer 
Krankheit sind auch die Befunde, dass eine Induktion von AICD eine verringerte Expression 
von ApoJ/Clusterin nach sich zieht (Muller et al., 2007), da verschiedene Genvarianten von 
ApoJ/Clusterin als genetische Risikofaktoren für die Alzheimer Krankheit identifiziert wurden 
(Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Van Broeckhoven, 2010). 
 
1.7  DIE STRUKTUR UND PHYSIOLOGISCHE FUNKTION DES AMYLOID 
PRECURSOR PROTEINS 
 
Das Amyloid Precursor Protein ist das am besten charakterisierte Protein innerhalb der APP-
Familie. Auf Grund zahlreicher posttranslationaler Modifikationen wie N- und O-
Glykosylierung sowie Tyrosin-Sulfatierung und alternativen Spleißens spricht man von einer 
heterologen Proteinfamilie (Weidemann et al., 1989). Zu dieser Proteinfamilie gehören seine 
Säuger-Homologe APLP1 (APP like Protein 1) und APLP2 (APP like Protein 2), das 
Drosophila APPL und das C. elegans APL-1. Während APP und APLP2 ubiquitär exprimiert 
werden, findet sich APLP1 ausschließlich in neuronalen Zellen. Im Gegensatz zu den APLPs 
besitzt APP jedoch die charakteristische A-Sequenz.  
APP ist ein integrales Typ1 Membranprotein mit einer Größe von 100 kD-130 kD, das 
ubiquitär exprimiert wird (Selkoe et al., 1988). Durch alternatives Spleißen, entstehen 
verschiedene Isoformen, wobei APP695, APP770 und APP751 die häufigsten darstellen 
(Sandbrink et al., 1994; Selkoe, 1994). Die 695 Aminosäuren große Spleißvariante wird 
vornehmlich in neuronalen Zellen exprimiert (Wertkin et al., 1993) und unterscheidet sich von 
den anderen Isoformen durch das Fehlen von Exon 7 und 8 (Kang and Muller-Hill, 1990). Die 
beiden anderen genannten Isoformen werden in allen anderen Geweben und Zelltypen 
gebildet (Haass et al., 1994; Koo et al., 1990b; Neve et al., 1988; Yoshikai et al., 1990). Alle 
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APP-Isoformen finden sich in der Zellmembran, in den Membranen des endoplasmatischen 
Retikulums (ER), des Trans-Golgi Netzwerkes (TGN) und der Mitochondrien (Hartmann et 
al., 1997; Selkoe et al., 1996). Eine Assoziation von APP mit sogenannten Lipid rafts 
(cholesterinhaltige Mikrodomänen der Zellmembran) wurde durch Ehehalt und Kollegen 
erstmals belegt (Ehehalt et al., 2003). APP lässt sich grob in eine große extrazelluläre 
Domäne (Ektodomäne), die ungefähr 88% des gesamten Proteins ausmacht, eine 
Transmembrandomäne und eine zytoplasmatische Domäne einteilen (Kang et al., 1987; 
Reinhard et al., 2005; Tanzi et al., 1987). Eine detailierte Topologie ist in Abbildung 1-4 
gezeigt. 
 
          
ABBILDUNG 1-4: Topologie der Domänenstruktur von APP695. (adaptiert nach Reinhard et al. 2005) Die 
neuronale Spleißvariante APP695 besitzt eine E1-Domäne, die über einen Linker mit der E2/CAPPD verbunden 
ist. E1 selbst setzt sich aus der GFLD (growth factor like domain) und der CuBD (Copper binding domain) 
zusammen. Beide Großdomänen liegen extrazellulär. Die Begriffe E2 und CAPPD (Central APP Domain) werden 
analog für die zweite Domäne im Extrazellularraum verwendet. Die A-Sequenz schließt sich im 
juxtamembranösen Bereich an. Ihr N-terminales Ende liegt innerhalb der Plasmamembran (PM). Intrazellulär 
befindet sich die AICD. 
Obwohl APP seit vielen Jahren zentraler Gegenstand der Alzheimer-Forschung ist, ist seine 
physiologische Funktion noch weitgehend ungeklärt, auch wenn ihm eine Beteiligung an 
zahlreichen Prozessen zugesprochen wird. Hierzu zählen Proteaseinhibition, Zelladhäsion 
(Kibbey et al., 1993; Schubert et al., 1989; Soba et al., 2005), Synaptogenese (Copanaki et 
al., 2010), Neuritenwachstum (Milward et al., 1992), Signaltransduktion (Nishimoto et al., 
1993) und Neuroprotektion (Furukawa et al., 1996b; Kögel et al., 2005; Kögel et al., 2003; 
Mattson, 1997; Schubert and Behl, 1993; Small et al., 1994). Seit dem Gelingen der 
Klonierung der APP cDNA wurde für APP eine Funktion als Rezeptor an der Zelloberfläche 
vermutet. Ähnlichkeiten mit dem Notch Rezeptor bestärkten diese Vermutung 
(zusammengefasst in Selkoe and Kopan, 2003). A wird u.a. als ein potentieller Ligand 
gehandelt (Lorenzo et al., 2000; Lu et al., 2003). Mittlerweile konnte eine Vielzahl an 
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Interaktionspartnern von APP nachgewiesen werden. Hierzu gehören zum Beispiel Netrin-1, 
welches eine Funktion in der axonalen Wegfindung ausübt, F-Spondin oder Integrine, welche 
an der Bereitstellung von Zell-Zell- oder Zell-Matrixkontakte beteiligt sind (Ho and Sudhof, 
2004; Lourenco et al., 2009; Young-Pearse et al., 2008). Besonders für die AICD, welches 
multiple funktionelle Motive und eine gut beschriebene Phosphorylierungsstelle besitzt, sind 
viele Interaktionspartner, die APP-vermittelte Funktionen in der Regulation des Metabolismus 
und intrazelluläre Singaltransduktion realisieren, beschrieben. Hierzu gehören die 
Adaptorproteine Fe65, Mint-1 und JIP1 (Bressler et al., 1996; Scheinfeld et al., 2002; Taru et 
al., 2002; Taru and Suzuki, 2004). Über das Adaptorprotein Fe65 kann APP mit LRP (low-
density lipoprotein receptor-related protein) interagieren, was zu einer Verhinderung der 
Internalisierung von APP führt, sodass APP für -Sekretase Spaltung vermehrt zur 
Verfügung steht (Cam et al., 2004; Ulery et al., 2000). Für die E1 und E2 Regionen in der 
extrazellulären Domäne von APP sind Interaktionen mit extrazellulären Matrixproteinen und 
dem Proteoglykan Heparansulfat bekannt, was eine adhäsive Funktion von APP nahelegt 
(zusammengefasst in Small et al., 1999). Für die Bindung von Heparin an E1/E2 konnte eine 
Induktion für die APP-Dimerisierung gezeigt werden (Dahms et al., 2010). Auch kann APP 
Heterodimere mit anderen Familienmitgliedern aus der APP-Familie ausbilden (Kaden et al., 
2009). Diese Dimerisierung steht in engem Zusammenhang mit der Modulation der APP-
Prozessierung und der Bildung von A Peptiden (Kaden et al., 2008; Munter et al., 2007). 
Für APP sind drei verschiedene Interaktionsmotive bekannt, die die Dimerisierung 
ermöglichen. Zwei davon sind in der Transmembransequenz und eine in der Ektodomäne 
lokalisiert (Beher et al., 1996; Rossjohn et al., 1999; Soba et al., 2005; Wang and Ha, 2004). 
Außerdem besitzt APP in seiner extrazellulären Domäne Bindestellen für Heparin, Kupfer, 
Zink und Collagen. 
In der Embryonalentwicklung wird APP in Radialglia hoch exprimiert, was über die 
Vermittlung der Zelladhäsion zwischen Neuronen und Glia dazu führt, dass zukünftige 
Neurone korrekt im embryonalen Cortex positioniert werden. Der Expression von APP wird 
hierbei unter anderem die Vermittlung der Zelladhäsion zugesprochen (Trapp and Hauer, 
1994). Weitere Hinweise auf die Funktion von APP ergaben sich aus Studien mit „knockout“ 
Mäusen. Obwohl APP-defiziente Mäuse generell in ihrer Entwicklung retardiert sind und 
Defizite in ihrem Verhalten aufweisen, sind die beobachteten Effekte erstaunlich mild im 
Hinblick auf das ubiquitäre Expressionsmuster und die hoch konservierte Struktur von APP. 
Der Verlust von APP zeigt sich in einem breiten neuronalen Phänotyp, der eine verringerte 
Bewegungsaktivität (Muller et al., 1994; Ring et al., 2007), eine reaktive Gliose (Zheng et al., 
1995), zum Teil eine Corpus-callosum-Agenesie (Magara et al., 1999; Zheng et al., 1995) 
(fehlerhafte oder nicht vorhandene Bildung des Balken) und eine Hypersensitivität 
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gegenüber Kainat-induzierten Krampfanfälle (Steinbach et al., 1998) einschließt. Obwohl 
diese Phänotypen auf eine Funktion von APP im zentralen Nervensystem hinweisen, sind 
die verursachenden molekularen Mechanismen nicht genau verstanden. Der Verlust von 
Synapsen konnte im Hippocampus des APP-defizienten Mausmodells nicht beobachtet 
werden (Phinney et al., 1999), wohingegen die Analyse der Spine-Dichte in 
unterschiedlichen Ergebnissen resultierte. Priller und Kollegen konnten eine APP-Deletion 
mit einer zweifach gesteigerten Spine-Dichte im somatosensorischen Cortex von 4-6 Monate 
alten Mäusen korrelieren (Priller et al., 2006). Im Gegensatz dazu fanden Lee und Kollegen 
eine signifikante Reduktion der Spine-Dichte in den cortikalen Schichten II/III und in 
hippocampalen Neuronen der CA1 Region von einjährigen APP-defizienten Mäusen (Lee et 
al., 2010). Eine Erklärung für die Diskrepanz in den verschiedenen Studien konnte derzeit 
nicht gegeben werden. Der Vermutung eines kompensatorischen Effekts innerhalb der APP-
Familie wurde über die Generierung von Doppel- bzw. Dreifach-Knockouts nachgegangen. 
Eine alleinige APLP1-Defizienz zeigte im Mausmodell lediglich ein Wachstumsdefizit (Heber 
et al., 2000) und eine APLP2-Defizienz resultierte dem Anschein nach in einem normalen 
Phänotyp (von Koch et al., 1997). Die Generierung von APP/APLP2 bzw. APLP1/APLP2 
doppeldefizienten Mäusen resultierte in einer perinatalen Letalität, die für APP/APLP2 mit 
einer Penetranz von 80-100% bzw. für APLP1/APLP2 mit einer 100%igen Penetranz 
einherging (Heber et al., 2000; von Koch et al., 1997). Eine duale Defizienz für APP und 
APLP1 resultierte in fertilen lebensfähigen Nachkommen, die keine zusätzlichen Defizite zu 
denen der einzelnen Knockouts aufweisen (Heber et al., 2000). Eine kompensatorisch 
erhöhte Expression der erhalten gebliebenen APP-Familienmitglieder konnte weder in den 
Einzel- noch in den Doppel-defizienten Mäusen am Tag P0 festgestellt werden. Dafür zeigte 
sich im Gehirn von APP-defizienten Mäusen eine alters-abhängige Kompensation für APLP1 
und APLP2 (Soba et al., 2005). Darüber hinaus ergaben immunohistologische Analysen der 
neuromuskulären Synapsen von APP/APLP2 defizienten Mäusen Hinweise auf eine 
Funktion in der Entwicklung dieser. Die neuromuskulären Synapsen waren nur schwach 
ausgebildet und zeigten in der Präsynapse eine verringerte Anzahl an synaptischen 
Vesikeln, die mit einer defekten Transmitter-Ausschüttung einhergeht (Wang et al., 2005; 
Yang et al., 2005). Die Generierung von Mäusen mit einer Defizienz für APP, APLP1 und 
APP in Kombination resultierte in einer perinatalen Letalität (Herms et al., 2004). Im 
Gegensatz zu den doppeldefizienten Mäusen zeigten diese histologische Veränderungen im 
Gehirn, wobei am häufigsten eine corticale Dysplasie ähnlich einer Typ II Lissenzephalie 
auftrat. Innerhalb der betroffenen Areale im dorsalen Bereich des Frontoparietallappens 
migrierten Neurone über ihre Position hinaus und reichten in die Marginalzone und den 
Subarachnoidalspalt hinein. Ferner konnte für den kompletten Cortex eine Reduktion an 
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Cajal-Retzius-Zellen, die für die Produktion von Reelin, einem Protein das mitverantwortlich 
für die neuronale Migration und Positionsfindung ist, vermerkt werden (Herms et al., 2004).  
Zusammenfassend kann eine funktionelle Kompensation in der APP-Familie für ihre 
essentielle physiologische Rolle in der postnatalen Entwicklung postuliert werden. Die 
Defizienz eines einzelnen Familienmitglieds kann von den Anderen weitestgehend 
ausgeglichen werden, wobei der Verlust von APLP2 in Kombination mit APP bzw. APLP1 
letal ist. Die Viabilität der APP/APLP1-defizienten Mäuse lässt darauf schließen, dass nur 
APLP2 in der Lage ist den Verlust von zwei APP-Familienmitgliedern zu kompensieren.  
Im adulten Gehirn wird APP in hohem Maße in den Regionen exprimiert, in denen erhöhte 
synaptische Plastizität zu finden ist (Loffler and Huber, 1992; Ouimet et al., 1994). Das 
Expressionsniveau lässt sich durch eine Reiz-reiche Umgebung zusätzlich steigern (Huber et 
al., 1997). Ein spezifischer APP-Knockout in retinalen Ganglionzellen induziert eine 
Reduktion der metabolischen Aktivität in den Regionen, die durch diese innerviert werden 
(Herard et al., 2006). Dieser Befund könnte die Erklärung für die Gedächtnisdefizite bei APP-
defizienten Mäusen sein (Dawson et al., 1999). Außerdem wird APP im adulten Gehirn eine 
weitere Funktion im axonalen Transport von Vesikeln zugeordnet (Back et al., 2007; Koo et 
al., 1990a; Sisodia, 2002). Es wird vermutet, dass der axonale Transport von APP zu den 
Synapsen mit einer direkten Bindung an der leichten Kette von Kinesin (KLC, Kinesin Light 
Chain), realisiert wird (Kamal et al., 2000). Darüber hinaus zeigte die erhöhte APP-
Expression in einem Trisomie 21-Mausmodell einen verringerten retrograden Transport von 
NGF (nerve growth factor), resultierend in der Degeneration von cholinergen Neuronen im 
Vorderhirn (Salehi et al., 2006). Zusätzlich konnte APP als ein Hauptbestandteil viraler 
Partikel des Herpes simplex Virus, mit einer Funktion im anterograden Transport dieser 
Partikel, nachgewiesen werden (Cheng et al., 2011; Satpute-Krishnan et al., 2003; Satpute-
Krishnan et al., 2006). Des Weiteren konnte eine Interaktion mit den hoch affinen Cholin-
Transportern (CHT) über die C-terminale Domäne in Verbindung mit einem APP-Defizit, 
welches die CHT-Endozytose beeinflusste, gefunden werden (Wang et al., 2007). 
Zusammengenommen legen diese Studien eine Funktion von APP im Transport von 
Proteinen nahe. 
Wichtige neurotrophe und neuroprotektive Funktionen von APP sind auf sein Spaltprodukt 
sAPP, welches innerhalb des nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg gebildet wird, 
zurückzuführen. Dass sAPP die Zellproliferation fördert zeigte eine erste Studie an 
Fibroblasten von Saitoh und Kollegen (Saitoh et al., 1989). Später gelang es die 
wachstumsfördernde Wirkung auf ein Pentapeptid-Motiv RERMS in der E1-Domäne zu 
beziehen (Ninomiya et al., 1993). Weitere Studien belegten ähnliche Effekte durch Injektion 
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von sAPP in das Gehirn von Ratten, wodurch eine höhere Synapsendichte und eine 
verbesserte Gedächtnisleistung verzeichnet werden konnte (Meziane et al., 1998). Nach der 
Induktion einer traumatischen Hirnschädigung resultierte die Applikation von sAPP in einer 
reduzierten neuronalen Apoptose und ermöglichte eine verbesserte funktionelle 
Wiederherstellung (Thornton et al., 2006). In diesem Zusammenhang konnten vor kurzem 
Hinweise geliefert werden, dass für die neuroprotektive Wirkung von sAPP die GFL-
Domäne und auf die E2-Domäne verantwortlich sind (Corrigan et al., 2011). Diesem Befund 
stehen Daten, dass sAPP und nicht sAPP neuroprotektiv wirkt (Furukawa et al., 1996b), 
kritisch entgegen, da beide APP-Fragmente die besagten Domänen besitzen. Des Weiteren 
ist sAPP in der Lage durch A induzierte erhöhte Ca2+-Level auszugleichen (Goodman and 
Mattson, 1994). Darüber hinaus wurden sAPP vorangegangenen Studien neuroprotektive 
Eigenschaften unter Bedingungen von zellulärem Stress zugesprochen (Furukawa et al., 
1996b; Kögel et al., 2005; Kögel et al., 2003; Mattson, 1997; Schubert and Behl, 1993; Small 
et al., 1994. So ist z.B. bekannt, dass sAPP der durch Glutamat induzierten Erhöhung des 
zytosolischen Ca2+-Spiegels in hippocampalen Neuronen entgegen wirken kann und die 
Neurone dadurch vor einem exzitotoxischen Zelltod geschützt werden (Barger and Mattson, 
1995). 
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2 ZIELSETZUNG 
 
Das Amyloid Precursor Protein spielt eine zentrale Rolle für die Pathophysiologie der 
Alzheimer Krankheit. So wird im amyloidogenen Prozessierungsweg APP sequenziell durch 
- und -Sekretase gespalten, was in der Generierung des toxischen Fragments A 
resultiert. Im nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg wird APP an der Zelloberfläche durch 
-Sekretasen gespalten und die N-terminale Ektodomäne sAPP wird in den 
Extrazellularraum sekretiert. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten bereits potente 
neuroprotektive Wirkungen für sAPP festgestellt werden. Für die vorliegende Arbeit galt die 
Annahme, dass der Verlust dieser physiologischen neuroprotektiven Funktion von APP ein 
wesentlicher Faktor in der Alzheimer-Ätiologie darstellen könnte. 
Zur Untersuchung der physiologischen Funktionen wurden (A) sekretiertes sAPP aus 
konditionierten Überständen APP-überexprimierender HEK Zellen, (B) aufgereinigtes 
rekombinantes sAPP aus einem weiteren Zellsystem (COS7 Zellen) und (C) aufgereinigtes 
sAPP aus einem transformierten Pichia pastoris Hefestamm verwendet. Um sAPP auf 
seine neuroprotektive, anti-apoptotische Wirkung zu untersuchen wurden exemplarisch zwei 
mit der Alzheimer Krankheit assoziierte Stressbedingungen untersucht: proteasomaler 
Stress und Störungen der Kalziumhomöostase. Das proteaosomale Schädigungsmodell 
wurde durch die Applikation eines potenten irreversiblen Proteasom-Inhibitor Epoxomicin 
etabliert. Für die Störung der Kalziumhomöostase wurden Thapsigargin, ein Inhibitor der 
sarko- und endoplasmatischen Ca2+-ATPasen verwendet. Zur Untersuchung der zu Grunde 
liegenden molekularen Mechanismen wurde der pro-apoptotische JNK/c-Jun Signalweg und 
der anti-apoptotische PI3K/Akt Signalweg betrachtet. Die Analysen der Effektorcaspase-
Aktivität sollten Aufschluss darüber geben, ob sAPP das neuroprotektive APP-Fragment in 
diesem Kontext darstellt. Durch den Einsatz von Inhibitoren sollte untersucht werden, ob eine 
Inhibition von JNK durch sAPP gegeben ist und somit die protektive Eigenschaft über die 
Inhibition des JNK/c-Jun Signalweges vermittelt wird.  
Im zweiten Teil der Arbeit sollte der Einfluss von Omega-3 Fettsäuren, im speziellen von 
Docosahexaensäure, auf die Prozessierung von APP untersucht werden. Ein 
pharmakologischer Ansatz zur Erhöhung der -Sekretase-abhängigen Spaltung von APP 
könnte zur Prävention von Morbus Alzheimer beitragen. Darauf aufbauend sollte untersucht 
werden ob eine Erhöhung der sAPP-Produktion in Abhängigkeit von einer erhöhten 
Membranfluidiät durch den Einbau von DHA in die Zellmembranen, vor Stress-induzierter 
Apoptose schützen kann. Die Problematik der Applikation von Fettsäuren im 
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Zellkultursystem sollte über eine Verpackung in Liposomen gelöst werden, was 
gegebenenfalls in vivo Anwendung finden könnte.  
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3 MATERIAL 
3.1 ZELLKULTURMATERIAL 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit verfügbar, in Qualitäten wie 
„pro analysis“ oder „molecular biology grade“ verwendet. Sterile Verbrauchsmaterialien, wie 
Kulturflaschen, Gefäße zur Aufbewahrung von Medien, Stripetten und Reaktionsgefäße 
wurden von folgenden Firmen bezogen: Nunc (Wiesbaden), Falcon (Heidelberg), Greiner 
(Frickenhausen), Becton Dickinson (BD, Heidelberg) und Sarstedt (Nürnbrecht). 
Die auf Mykoplasmen- und Keimfreiheit getesteten Substanzen wurden von folgenden 
Firmen bezogen: 
TABELLE 3.1: Zellkulturmaterial 
Produkt  Hersteller 
 10 x PBS Invitrogen 
50 x MEM-Aminosäure-Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe 
DMEM Dulbecco`s modified eagle medium 4,5 g/L D-Glu Invitrogen, Karlsruhe 
Fetales Kälberserum (FCS) Invitrogen, Karlsruhe 
Geneticin (G418) Invitrogen, Karlsruhe 
Gentamicin Invitrogen 
Glutamax I (200 mM) Invitrogen, Karlsruhe 
L-Glutamin 200 mM (100x) Invitrogen, Karlsruhe 
Nu-Serum IV Axxora, Lörach 
PBS-Pulver (1x) nach Dulbecco AppliChem 
Penicillin/Streptomycin-Lösung  Invitrogen, Karlsruhe 
Pferdeserum (HS, “horse serum”) Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe 
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3.2 CHEMIKALIEN UND VERBRAUCHSMATERIAL 
 
TABELLE 3.2: Molekularbiologische Substanzen 
Substanz  Hersteller 
   1x Fast Start Universal Probe Master Mix Roche 
3-((3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio)-1-propansulfonat (Chaps) AppliChem 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) Sigma-Aldrich 
Ac-DEVD-AMC  Axxora 
Acrylamide-Bis Lösung (37,5:1) 40% (PAA) Serva 
Ammoniumperoxidsulfat AppliChem 
Aqua ad iniectabilia  DeltaPharma Boehringer 
B27-Supplement (50x) Invitrogen 
Biotin Sigma-Aldrich 
Bovines Serum Albumin (BSA) PAA Laboratories 
Bromphenol-Blau Sigma-Aldrich 
Butylhydroxytoluol (BHT) Sigma-Aldrich 
D-(+)-Glucose-Lösung Sigma-Aldrich 
Dichlormethan Roth 
dNTPs Invitrogen 
Docosahexaensäure (DHA) Sigma-Aldrich 
Docosansäure (DA) Sigma-Aldrich 
DTT (1,4-Dithio-DL-threitol) AppliChem 
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat AppliChem 
EGTA (Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsäure) Applichem 
Ethanol (EtOH) Roth 
First Strand Buffer Eppendorf, Hamburg 
Glycerin AppliChem 
Glycin AppliChem 
Hefeextrakt Sigma-Aldrich 
HEPES (Buffered Saline Solution) Cambrex 
Hoechst 3342 Sigma-Aldrich 
Imidazol Sigma-Aldrich 
Isopropanol Sigma-Aldrich 
Kaliumchlorid (KCl) Merck 
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Substanz  Hersteller 
Kaliumphosphat (K3PO4) Sigma-Aldrich 
Kalziumchlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich 
Lipoid®S100 Lipoid, Ludwigshafen 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2-6H2O) Fluka 
Methanol (MeOH) Sigma-Aldrich 
Milchpulver Roth 
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich 
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck 
Natriumdodecylsulfat (SDS) MP Biomedicals 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck 
Natriumhydroxid (NaOH) AppliChem 
oligo-dT-Primer Invitrogen 
Paraformaldehyd (PFA) Merck 
Pepton Sigma-Aldrich 
Ponceau S (C.I.27195) Certistain Roth 
Precision Plus Protein Dual Color Standard 
Biorad, München (#161-
0374) 
Propidium Iodide Lösung (1,0 mg/mL) Sigma-Aldrich 
random Primer Invitrogen 
RNaseZapR Ambion, Darmstadt 
Roti-Quant UN 1760 Roth 
Simply Blue – SafeStain Invitrogen 
Sucrose AppliChem 
TEMED (N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich 
Trypanblaulösung (0,4%) Bio Whittaker 
Tween 20 AppliChem 
Wasserstoffchlorid (HCl) Roth 
YNB (“yeast nitrogen base”) Invitrogen 
-Mercaptoethanol-2 p.a. Fluka 
 
TABELLE 3.3: Antikörper 
Primärantikörper Typ Hersteller 
  anti-APP Maus Sigma-Aldrich (#A8717) 
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Primärantikörper Typ Hersteller 
anti-APP (22C11) Maus Millipore/Chemicon (#MAB348) 
anti-APP (6E10) Maus Covance (#SIG29300) 
anti-GAPDH  Maus Calbiochem (#CB1001) 
anti-P-JNK (81E11) Kaninchen Cell Signaling (#4668) 
anti-Tubulin (DM1A) Maus Sigma-Aldrich (#T9026) 
 
Sekundärantikörper Typ Hersteller 
   anti-Maus IRDye680 LI-COR, USA 
anti-Kaninchen IRDye680 LI-COR, USA 
anti-Maus IRDye800 LI-COR, USA 
anti-Kaninchen IRDye800 LI-COR, USA 
 
TABELLE 3.4: Verwendete Kits 
Kit Hersteller 
  BCA Protein Assay Kit® Pierce, Perbio Science, Bonn 
P-JNK ELISA Cell Signaling 
Qiashredder Quiagen 
RNeasy Midi Kit Quiagen 
sAPP ELISA IBL, America 
TaqMan Gene-Expression Assay: APP Applied Biosystems 
TaqMan Gene-Expression Assay: TBP Applied Biosystems 
 
TABELLE 3.5: In dieser Arbeit verwendete Enzyme, Inhibitoren und Pharmaka 
Bezeichnung Hersteller 
  Aprotinin AppliChem 
BI78D3 Biozol 
DNase Invitrogen 
Epoxomicin Biotrend 
Leupeptin AppliChem 
LY294002 Sigma-Aldrich 
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Sigma-Aldrich 
Papain Sigma-Aldrich 
Pepstatin A AppliChem 
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Bezeichnung Hersteller 
Phosphatase-Inhibitor Mix Roche 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Roth 
Protease-Inhibitor Mix Sigma-Aldrich 
SP600125 Calbiochem 
Superscript™ II Reverse Transkriptase Invitrogen 
Tetrodotoxin Tocris 
Thapsigargin Alexis 
Trypsin-Inhibitor, Type II-0 Hühnereiweiß Sigma-Aldrich 
 
3.3 GERÄTE UND SOFTWARE 
 
TABELLE 3.6: In dieser Arbeit verwendete Laborgeräte 
Bezeichnung Hersteller 
 Analytik-Waage BL 1500S Sartorius, Göttingen 
Autoklav Systec 2540 EL Wettenberg 
Autoklav Varioklav Biomedis, Gießen 
Blotkammer (Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell)  Biorad, München 
Branson-Sonifier (Typ Cell disruptor B15) Branson Ultrasonics Corp 
Cleanbench (Herasave)  Heraeus, Hanau 
Cleanbench (TECNOFLOW)  
Integra Biosciences, Chur, 
Schweiz 
Elektrophoresekammer für PAGE (Protean II und IV)  Biorad 
Exsikkator Roth 
Falconroller Typ RM5 Karl Hecht KG 
Gelstand für SDS-PAGE Gelelektrophorese  Biorad 
Geltrockner Phero-Temp 60 Biotec-Fischer 
GeneAmp 5700 Sequence Detector Applied Biosystems 
Inversmikroskop (Eclipse TS100)  Nikon, Düsseldorf 
Kaffeemaschine Krups 
Laborwaage Universal (U 4600 P+) Sartorius, Göttingen 
Milli-Q Q-Gard 1-Reinstwasseranlage Millipore 
Multifunction Microplate Reader / Tecan Reader Genios 
Odyssey Infrarot Imager LI-COR 
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Bezeichnung Hersteller 
pH-Messgerät Lab 850 Schott-Instruments 
Photometer GeneQuant Amersham 
Spannungsgerät (PowerPac HC Power Supply)  Biorad  
Thermocycler (Mastercycler)  Eppendorf, Hamburg 
Thermomixer  Eppendorf  
Tischzentrifuge (Biofuge fresco)  Heraeus, Düsseldorf 
Tischzentrifuge (Biofuge stratos)  Heraeus  
Ultraschallbad (Sonorex RK 105H) Bandelin 
Wärmeschrank Haraeus 
Wärmeschrank  WTB Binder, Tuttlingen 
Wasserbad (10 L) Minitüb, Tiefenbach 
Zellkulturschrank (HeraCell)  Heraeus  
Zentrifuge (J2, Rotor JA-20.1) Beckman 
 
TABELLE 3.7: In dieser Arbeit verwendete Software 
Name Hersteller 
  Adobe Acrobat 9 pro Adobe 
Adobe Illustrator CS3 Adobe 
Adobe Photoshop CS3 Adobe 
EndNote X.02 Thomson Research Soft 
GeneAMP 5700 SDS Applied Biosystems 
Imaging Software LI-COR 
MS Office 2007 Microsoft 
SPSS 12.0 IBM, München 
XFluor4 Makro Excel 
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4 METHODEN 
 
4.1 ZELLBIOLOGISCHE ARBEITEN 
4.1.1 KULTIVIERUNGSBEDINGUNGEN VON ZELLLINIEN UND PRIMÄRZELLKULTUREN 
 
Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Primärzellkulturen wurden bei 37 °C in 
einem Inkubator unter 5%iger CO2-Atmosphäre kultiviert. Die Zellkulturmedien wurden mit 
10% fetalem Kälberserum (FCS), 1% L-Glutamin, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml 
Penicillin supplementiert. Die gebrauchsfertigen Medien konnten für maximal 4 Wochen, bei 
4 °C gelagert, verwendet werden. Vor Benutzung wurden die Medien auf 37 °C im 
Wasserbad erwärmt. 
 
4.1.2 ZELLLINIEN 
 
Parentale HEK293 Zellen (human embryonic kidney cells) und APP überexprimierende HEK-
APP Zellen wurden wie in Abschnitt 4.1.1 beschrieben mit DMEM + 4,5 g/L D-Glucose 
kultiviert, wobei HEK-APP Zellen in regelmäßigen Abständen mit 400 µg/ml Geneticin 
selektioniert wurden. Dem Medium zur Kultivierung der PC12 Zellen wurde neben 10% FCS, 
5% Pferdeserum zugesetzt. Auch hier wurde als Grundmedium DMEM + 4,5 g/L D-Glucose 
verwendet. 
 
4.1.3 SUBKULTIVIERUNG 
 
Zur Subkultivierung wurden die humanen HEK293 Zelllinien alle drei Tage in einem 
Verhältnis von 1:4 gesplittet. Hierfür wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen mit 
vorgewärmten PBS (ohne Mg2+ und Ca2+) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 
Trypsin/EDTA aus dem Zellverband heraus- und vom Boden der Zellkulturgefäße abgelöst. 
Das Abstoppen der Wirkung des Trypsins erfolgte über Zugabe von Medium. Diese 
Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Röhrchen transferiert und für 3 min bei 200 x g pelletiert. 
Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in einem definierten Volumen resuspendiert und 
im entsprechenden Verhältnis in die Zellkulturgefäße überführt.  
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4.1.4 EINFRIEREN VON ZELLEN 
 
Zur mittel- und langfristigen Lagerung von Zellen wurden diese in einem Stickstofftank in der 
Gasphase bei ca. -120 °C kryokonserviert. Um die Bildung von Eiskristallen zu verhindern 
wurde dem Einfriermedium 20% DMSO zugesetzt. Vom Einfriermedium wurde in zuvor 
beschriftete Kryoröhrchen (Nunc, Wiesbaden) 750 µl vorgelegt. Die einzufrierenden Zellen 
wurden innerhalb ihrer linearen Wachstumsphase trypsiniert und für 3 min bei 200 x g 
pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet dann in Medium resuspendiert. 
In jedes vorbereitete Kryoröhrchen wurden 750 µl Zellsuspension überführt. Dies entsprach 
einer Zellzahl von ca. 2,5 x 106 – 5 x 106 pro Kryoröhrchen. Die befüllten Kryoröhrchen 
wurden vorerst in einer Kryobox (Mr. Frosty) bei -80 °C eingefroren. Die verwendete Kryobox 
gewährleistet durch den mit Isopropanol gefüllten Mantel ein langsames Abkühlen der Zellen 
(ca. 1 °C/min) bis auf -80 °C. Einen Tag später konnten die Zellen in den Stickstofftank 
transferiert werden. 
verwendete Lösungen: 
Einfriermedium:  80% FCS + 20% DMSO 
 
4.1.5 AUFTAUEN VON ZELLEN 
 
Pro Kryoröhrchen wurde ein 15 ml Röhrchen mit entsprechendem Medium gefüllt und im 
Wasserbad auf 37 °C vorgewärmt. Die eingefrorenen Zellen wurden ebenfalls im Wasserbad 
schnell aufgetaut. Anschließend wurde die Zellsuspension in das 15 ml Röhrchen überführt 
und für 3 min bei 200 x g zentrifugiert. Um sämtliches DMSO zu entfernen, wurde der 
Überstand verworfen und die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in ein steriles 
Zellkulturgefäß überführt. Am nächsten Tag erfolgte stets ein Mediumwechsel. 
 
4.1.6 ZELLZAHLBESTIMMUNG 
 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde das Neubauer improved-Hämozytometer benutzt. 
Hierfür wurden 9 µl einer entsprechend verdünnten Zellsuspension seitlich in die 
Zählkammer pipettiert. Unter dem Inversmikroskop konnten dann 4 Großquadrate 
ausgezählt werden. Deren gemittelter Zahlenwert ergab, aufgrund des Rauminhaltes von 
0,1 mm3 pro Großquadrat, mit 104 multipliziert die Zellzahl pro ml Zellsuspension. 
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4.1.7 HERSTELLUNG VON KONDITIONIERTEM MEDIUM 
 
Zur Herstellung des konditionierten Mediums wurden 5 Mio. HEK-APP Zellen bzw. HEK293 
Zellen in 10 cm Platten ausgesät. Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel. Weitere 24 h 
später konnte das angereicherte, konditionierte Medium abgenommen werden. Nach einem 
Zentrifugationsschritt (3 min, 200 x g) zur Entfernung von Zellen und Zelldebris, wurde das 
konditionierte Medium mit frischem Medium 1:1 versetzt und für die Präinkubation benutzt. 
Um mögliche Degradationseffekte von sAPP zu vermeiden, wurde das konditionierte 
Medium nur am Tag der Produktion für die Präinkubation der Zellen eingesetzt. 
 
4.1.8 PRÄPARATION UND KULTIVIERUNG HIPPOCAMPALER NEURONEN 
 
Tiere: Trächtige Wistar-Ratten wurden von Harlan (Harlan Winkelmann, Borchen) bezogen. 
Die Pflege der Tiere erfolgte unter der Aufsicht der Zentralen Forschungs-Einrichtung (ZFE) 
der Universitätsklinik Frankfurt am Main. Die Haltung der Tiere und die Tötungsversuche 
entsprachen der derzeit gültigen gesetzlichen Regelungen in der Bundesrepublik 
Deutschland. 
Die Präparation der hippocampalen Neuronen erfolgte aus neonatalen (P0-P2) Wistar 
Unilever Ratten nach Krohn et al. (Krohn et al., 1998; Prehn et al., 1993). Zur Isolierung der 
Zellen wurden die Ratten dekapitiert, die Gehirne entnommen und in 4 °C temperierter 
Präparationslösung 1 zwischengelagert. 
Die entnommenen Gehirne wurden vom Hirnstamm befreit und anschließend die beiden 
Hemisphären mit dem Skalpell voneinander getrennt. Durch Entfernen des Thalamus 
wurden die Hippocampi freigelegt und konnten dann herausgeschnitten werden. Nach 
Entfernen der Gefäßreste wurden die Hippocampi in einem 15 ml Röhrchen mit 
Präparationslösung 1 gesammelt. 
Nach beendeter Präparation wurden die Hippocampi vorsichtig in ein 15 ml Röhrchen mit 
Präparationslösung 2 überführt und für 20-30 min unter regelmäßigem Aufschütteln im 
Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Diese Inkubation mit Papain löst den Zellverband und 
ermöglicht die spätere Herstellung von dissoziierten Neuronenkulturen. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde Lösung 2 abgenommen und das Sediment mit Präparationslösung 3 
vorsichtig resuspendiert. Zum Absetzen von undissoziierten Geweberesten wurde die 
Zellsuspension ca. 2 min stehen gelassen. Anschließend konnte der Überstand in das 15 ml 
Röhrchen mit der verbliebenen Präparationslösung 3 überführt werden. Dieser Schritt wurde 
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zweimal wiederholt, wobei anstelle Lösung 3 durch MEM II ersetzt wurde. Anschließend 
wurde die Zellsuspension für 10 min bei 600 rpm sedimentiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Sediment in frischem MEM II aufgenommen. Die Zellen wurden in, mit 
Poly-D-Lysin beschichteten Platten, ausgesät. Am ersten und zweiten Tag nach der 
Präparation erfolgte ein Mediumwechsel, wobei MEM II mit den unten aufgeführten 
Supplementen und 1 mM Cytosine ß-D-Arabinofuranosidase (CAF) supplementiert, 
verwendet wurde. Bei CAF handelt es sich um ein Zytostatikum, welches die Proliferation 
und das Wachstum glialer Zellen supprimiert. Die Experimente wurden an 10 - 12 Tage alten 
Kulturen durchgeführt, bei denen während dieser Zeit kein Mediumwechsel erfolgte. 
 
TABELLE 4.1: Zusammensetzung MEM II. 
MEM II 
  50 x MEM 50 ml 
Nu-Serum IV 50 ml 
45%ige D-Glucose 5,5 ml 
4,4%ige NaHCO3-Lösung 25 ml 
Glutamax (1,2 mM) 5 ml 
(aufgefüllt auf 500 ml mit Aqua ad iniectabilia) 
 
Kurz vor Gebrauch wurden B27-Supplement (1:50), Penicillin/Streptomycin (1:500) und 
Gentamicin (1:100) zugegeben. 
verwendete Lösungen: 
 Präparationslösung 1: 150 ml DMEM + 30 mg BSA Fraktion V 
 Präparationslösung 2: 30 ml Lösung 1 + 30 mg Papain 
 Präparationslösung 3: 50 ml MEM II + 500 mg BSA Fraktion V + 500 mg 
Trypsin-Inhibitor, Type II-0 Hühnereiweiß 
Alle Präparationslösungen wurden durch einen 0,2 µm Filter sterilfiltriert und bis zur 
Verwendung bei - 20 °C gelagert. Das Kulturmedium (MEM II) wurde mittels einer sterilen 
Vakuum-Einheit filtriert und für maximal 4 Wochen bei 4 °C gelagert. Vor Verwendung 
wurden MEM II und Präparationslösung 2 und 3 im Wasserbad bei 37 °C vorgewärmt. 
Präparationslösung 2 wurde aufgetaut und auf Eis kaltgestellt. 
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4.2 ZYTOTOXISCHE STRESS- UND APOPTOSE-STIMULI 
 
Thapsigargin, Epoxomicin, Staurosporin & UV-Strahlung 
 
Die Induktion der Apoptose erfolgte über eine Behandlung der Zellkulturen mit Thapsigargin, 
einem Inhibitor der sarko- und endoplasmatischen Kalzium-ATPasen. Die dadurch erhöhte 
Freisetzung an Kalzium aus dem sarko- bzw. endoplasmatischen Retikulum, erhöhte 
seinerseits die intrazelluläre Kalzium-Konzentration, welche eine Aktivierung der Kalzium-
abhängigen Caspasen nach sich zieht. Die dadurch induzierte Caspase-abhängige Apoptose 
(Thastrup et al., 1989) konnte direkt über den enzymatischen Caspase-Assay beobachtet 
und quantifiziert werden.  
Durch Verwendung von Epoxomicin wurde proteasomaler Stress induziert, welcher zur 
Verminderung der Degradation von fehlgefalteten Proteinen führt, welches wiederum 
oxidativen Stress erhöht. Epoxomicin stellt einen potenten Inhibitor dar, der die 
proteolytischen Zentren des 20S-Proteasoms irreversibel inhibiert (Meng et al., 1999). 
Als klassischer Apoptosestimulus wurde UV-Bestrahlung als Positivkontrolle für 
verschiedene experimentelle Ansätze verwendet. Hierbei wurden die Zellen mit einer Dosis 
von 100J/m2 bestrahlt. Als weitere Positivkontrolle wurde Staurosporin (STS), ein potenter 
Kinaseinhibitor verwendet. STS induziert die klassische Form der Apoptose ebenfalls durch 
Aktivierung des mitochondrialen Signalweges und bewirkt somit die Aktivierung von 
Caspasen (Bertrand et al., 1994). 
 
NMDA-Schädigung an hippocampalen Neuronenkulturen 
Das Modell der NMDA-Schädigung wurde auf Grund der Korrelation der erhöhten 
Freisetzung des exzitotoxischen Neurotransmitters Glutamat, durch Bindung von NMDA (N-
Methyl-D-Aspartat) an Glutamatrezeptoren, mit nachfolgendem toxischem Kalziumeinstrom, 
gewählt. Eine Störung der Kalziumhomöostase in neuronalen Zellen steht in engem 
Zusammenhang mit Alterserscheinungen des Gehirns (Toescu et al., 2004) und der 
Pathophysiologie von Morbus Alzheimer. 
Für die NMDA-Schädigung wurden dissoziierte hippocampale Neuronenkulturen, die 10-12 
Tage in vitro kultiviert wurden, verwendet. Vor Applikation der NMDA-haltigen HBS-Lösung 
bzw. der SHAM-Kontrolllösung wurde der Zellrasen mit HBS-MgCl gewaschen. Hierbei 
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wurde das Kultivierungsmedium nicht verworfen, sondern gesondert aufbewahrt, damit es 
nach Abschluss der Behandlung wieder auf die Neuronenkulturen gegeben werden konnte. 
Für die Behandlung wurden 300 µM NMDA-haltige Lösung bzw. SHAM-Kontrolllösung pro 
Kavität appliziert. Nach genau 5 min wurde die Lösung wieder abgenommen und der 
Zellrasen vorsichtig zweimal mit HBS-MgCl gewaschen. Anschließend konnte das 
Kulturmedium auf die Zellen retransferiert werden. Die Behandlungspuffer enthielten neben 
Glycin, welches als Kofaktor an dem NMDA-Rezeptor agiert, auch Tetrodotoxin, welches als 
Na+-Kanalblocker spontane neuronale Aktivität und die Bildung von Superoxidradikalen 
verhindern soll (Sengpiel et al., 1998). 
 
TABELLE 4.2: Zusammensetzung des HBS-Puffers. 
HBS-Puffer 
   NaCl 144 mM 
HEPES 10 mM 
CaCl2 2 mM 
KCl 5 mM 
D-Glucose 10 m 
(320 mOsm, pH 7,4) 
 
Die HBS-Lösung wurde zum Ansetzen der NMDA-Schädigungslösung und der SHAM-
Kontrolllösung mit 1 µM Glycin und 0,5 µM Tetrodotoxin versetzt. Der für die einzelnen 
Waschschritte benötigte HBS-MgCl-Puffer wurde durch Zugabe von 2 mM MgCl zur HBS-
Lösung hergestellt. 
Die Auswertung des Schädigungspotentials der NMDA-Behandlung erfolgte 
lichtmikroskopisch nach Trypanblau-Färbung (vgl. 4.3.3) oder durch Analyse der Regulation 
von sogenannten Stressgenen auf Proteinebene durch Western Blot. 
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4.3 NACHWEIS VON APOPTOSE 
4.3.1 CASPASE-3 AKTIVITÄTSBESTIMMUNG (CASPASE-ASSAY) 
 
Die Induktion der klassischen Apoptose (Caspase-abhängiger Zelltod) führt zur Aktivierung 
von Effektor-Caspasen. Bei diesen Enzymen handelt es sich um Cysteinproteasen, die als 
inaktive Proenzyme in der Zelle synthetisiert werden. Mit Hilfe eines Caspase-Assays kann 
die Aktivität der Effektor-Caspasen quantitativ bestimmt werden, welche als Korrelat des 
Ausmaßes der Apoptose-Induktion in Antwort auf die, im Rahmen der Arbeit verwendeten, 
Stimuli diente. 
Hierfür wurden die Zellen in einer 24-Lochplatte ausgesät und mit den entsprechenden 
Stimuli behandelt. Jede Behandlung wurde in Quadruplikaten angesetzt. Zur Lyse der Zellen 
wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und dann durch direkte Zugabe 
von 200 µl Lysepuffer pro Vertiefung auf der Platte lysiert. Generell erfolgten dann eine 
Abdichtung der Platte mittels Parafilm und eine Lagerung über Nacht bei -20 °C, um die 
Effektivität der Lysierung zu erhöhen. Die Caspase-Aktivität wurde mit dem Proteingehalt 
korreliert. Dafür wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt. 
Die Vermessung der Enzymaktivität erfolgte nach Zugabe von 150 µl Reaktionspuffer auf 
50 µl Lysat über 2 h bei 37 °C in einem Multiplate-Reader (Tecan, Genios), wobei in 
10 minütigen Abständen die Fluoreszenz vermessen wurde. Die Fluoreszenz resultierte aus 
der Spaltung des im Reaktionspuffer eingesetzten DEVD-AMC als Substrat mit einer 
Caspase-spezifischen Spaltstelle. Das Substrat (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-
Aminomethylcoumarin, Bachem, Heidelberg) besteht aus einem Tetrapeptid (DEVD) und 
einem daran gekoppelten Fluorophor AMC (Aminomethylcoumarin). Das durch 
Caspasespaltung freigesetzte Aminomethylcoumarin kann fluorimetrisch nach Anregung bei 
360 nm bei einer Emissionswellenlänge von 460 nm vermessen werden. Die DEVD Sequenz 
wird präferentiell von Caspase-3 ähnlichen Caspasen (wie -3, -7 und -6) gespalten. Zur 
Auswertung der Daten wurde die Absorption als Funktion der Substratumsetzung gegen die 
Zeit in einem Diagramm aufgetragen. Die Caspase-3-Aktivität entsprach dem Anstieg dieser 
Kurve im linearen Bereich. 
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TABELLE 4.3: Für Caspase-Assay verwendete Lösungen. 
Lysepuffer Reaktionspuffer 
       HEPES pH 7,4 10 mM HEPES pH 7,5 25 mM 
CHAPS 0,5% EDTA 1 mM 
KCl 42 mM Sucrose 10% 
MgCl2 5 mM CHAPS 0,1% 
EDTA 0,1 mM   
EGTA 0,1 mM frisch hinzufügen  
  DTT 3 mM 
frisch hinzufügen  DEVD-AMC 10 µM 
DTT 1 mM   
Aprotinin 5 μg/ml   
Leupeptin 1 μg/ml   
Pepstatin A 1 μg/ml   
PMSF 1 mM   
 
Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung der Konzentration der Proteinlösung nach Bradford (Bradford, 1976) wurde 
parallel zum Caspase-Assay durchgeführt. Sie beruht auf dem Prinzip, dass sich bei der 
Anlagerung vom Farbstoff Coomassie Brilliant Blau an Protein dessen Absorptionsmaximum 
von 465 nm nach 595 nm verschiebt. Hierfür wurde ebenfalls eine Standardreihe mit BSA in 
0,9% NaCl pipettiert. Als Leerwert diente der Lysepuffer. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration wurden 25 μl Zelllysat, 25 μl 0,9% NaCl und 200 μl Rotiquant 
(Bradford-Reagenz) pipettiert. Nach einer 5minütiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die 
photometrische Vermessung. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte anhand der 
Standardreihe. 
verwendete Lösungen: 
 0,9% NaCl 
 Rotiquant 
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4.3.2  FÄRBUNG PROPIDIUMIODID UND HOECHST 
 
Eine weitere Möglichkeit Zelltod zu quantifizieren besteht in vitro in der Färbung der Zellen 
mittels Propidiumiodid (PI) und Hoechst, gefolgt von einer lichtmikroskopischen Bewertung 
der angefärbten Bestandteile. Hierbei kann der Farbstoff PI durch die perforierte 
Zellmembran in die Zelle eindringen und in die DNA spät-apoptotischer und nekrotischer 
Zellen interkalieren. Zellen mit intakter Membran bleiben ungefärbt. Die Färbung mit Hoechst 
lässt morphologische Veränderungen des Nukleus erkennen. So werden nach 10minütiger 
Inkubation alle Zellkerne gefärbt und entsprechend fragmentierte / kondensierte Zellkerne 
gegenüber intakten quantifiziert. Die Farbstoffe Hoechst und PI wurden in einer finalen 
Konzentration von 2 µg/ml eingesetzt. Die Inkubation erfolgte vor Licht geschützt im 
Brutschrank. 
 
4.3.3 TRYPANBLAU-FÄRBUNG 
 
Die Trypanblau-Färbung ist eine Ausschlussfärbung, da der Farbstoff selektiv in Zellen mit 
poröser Membran eindringt. Dort bindet das Anion des Azofarbstoffes an Proteine und 
bewirkt eine tiefblaue zytosolische Färbung. 
Zur Färbung der dissoziierten hippocampalen Neurone wurden diese nach 
Behandlungsende zweimal mit PBS gewaschen und anschließend für 5 min 
Trypanblaulösung im Brutschrank inkubiert. Auf Grund der Toxizität von Trypanblau wurde 
die Lösung dann entfernt und erneut mit PBS zweimal gewaschen. Anschließend wurden die 
Neuronenkulturen mit PFA-Lösung überschichtet und so für 20 min bei Raumtemperatur 
fixiert. Nach Abschluss der Fixierung wurde mit PBS dreimal gewaschen, wobei das PBS im 
dritten Waschschritt zum Überschichten auf den Zellen belassen wurde. Anschließend 
erfolgte die lichtmikroskopische Auszählung der Trypanblau-positiven Zellen gegen die 
ungefärbten Zellen. 
verwendete Lösungen: 1M PBS  
    0,1 % Trypanblau in PBS 
 
 
Methoden 41 
 
TABELLE 4.4: Zusammensetzung des Fixativs. 
Fixativ 
   PFA 4 g 
NaOH 1-2 Tropfen 
10 x PBS 10 ml 
Sucrose 4 g 
ddH2O auf 100 ml auffüllen 
(pH 7,4 einstellen) 
 
4.4 ANALYSE VON PROTEINEN 
4.4.1  HERSTELLUNG VON GESAMTZELLEXTRAKTEN 
 
Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurde das Medium von den Zellkulturen entfernt 
und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Anschließend wurde mit 2 x SDS-Lysepuffer lysiert. 
Das Volumen des Lysepuffers richtete sich nach Anzahl der zu lysierenden Zellen. So 
wurden für ca. 0,5 x 106 Zellen 50 µl eingesetzt. Nach Zugabe des Lysepuffers wurden die 
Zellen mittels Zellschaber von der Oberfläche der Zellkulturgefäße gekratzt, in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt, sonifiziert und für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Erfolgte die Analyse 
der Proteine via Western Blot zu einem späteren Zeitpunkt, konnten die Gesamtzellextrakte 
bei -20 °C aufbewahrt werden. 
 
TABELLE 4.5: Zusammensetzung des 2x-SDS-Lysepuffers. 
Lysepuffer 
   SDS 2% (w/v) 
Tris/HCL (pH 7,5) 68,5 mM 
Glycerin 10% 
frisch hinzugeben  
Proteinase-Inhibitor 1 mM 
Phosphatase-Inhibitor 1 mM 
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4.4.2  PROTEINGEHALTSBESTIMMUNG VON GESAMTZELLEXTRAKTEN 
 
Die Bestimmung des Proteingehaltes von Gesamtzellextrakten wurde mit dem BCA-Protein 
Assay Kit (Pierce, Perbio Science, Bonn) vorgenommen. Die Proteinbestimmung erfolgte 
generell in einer Doppelbestimmung. Über einen BSA-Standard lässt sich proportional die 
Proteinkonzentration im Gesamtzellextrakt bestimmen. Als Leerwert diente der Lysepuffer. 
Für die Proteinbestimmung wurden 3 μl Lysat und 150 μl BCA (bicinchoninic acid, 
Bicinchoninsäure) eingesetzt. Eine Inkubation von 30-60 min bei 37 °C ermöglicht die 
Reaktion von Proteinen, unter alkalischen Bedingungen Cu2+-Ionen zu komplexieren und zu 
reduzieren. Durch Zusatz von Bicinchoninsäure (2,2'-bichinolin-4,4'-dicarbonsäure-
Dinatriumsalz) wurde Cu+ komplexiert, was mit einer Farbentwicklung bei einem 
Absorptionsmaximum von 560 nm einherging, welche anschließend photometrisch 
vermessen wurde. 
 
4.4.3  DISKONTINUIERLICHE SDS-PAGE 
 
Bei der eindimensionalen Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen nach 
Laemmli werden die Proteine in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat (SDS) aufgrund ihres 
Molekulargewichts aufgetrennt. Durch den Zusatz von SDS wird die Eigenladung der 
Proteine überdeckt, so dass anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro 
Masseneinheit entstehen. So besitzt das Polypeptid ein einheitliches Verhältnis von Ladung 
zu Masse und die elektrophoretische Beweglichkeit hängt allein von der Größe des Moleküls 
und der Porengröße des Gels ab. Bei der Vorbereitung der Lysate wurden diese mit SDS im 
Lysepuffer und DTT versetzt und für 5 min bei 95 °C aufgekocht. Dies bewirkte die 
Solubilisierung und Denaturierung der Proteine und die Reduzierung von Disulfidbrücken in 
den Polypeptidketten. Bei der diskontinuierlichen SDS-Page werden zwei Gele (Trenn- und 
Sammelgel), die sich in ihrer Acrylamidkonzentration und ihrem pH-Wert unterscheiden, 
übereinander geschichtet. 
Zuerst passiert die Probe das Sammelgel mit großer Porenweite (geringe 
Polyacrylamidkonzentration), in dem die Probe in einer schmalen Bande konzentriert wird, 
und tritt dann in das Trenngel mit weitaus geringerer Porenweite (hohe 
Polyacrylamidkonzentration) ein. Durch die Unterschiede in der Porengröße entsteht eine 
sogenannte „Gelgrenze“, welche ein reproduzierbares Auftrennen der Proteine im Trenngel 
gewährleistet. Die Polymerisierung der Gele erfolgt ausgehend von Acrylamid (Monomer) 
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und Bisacrylamid (bifunktional) und wird durch Zugabe von 1/2000 TEMED (Katalysator) und 
1/100 APS (Ammoniumperoxidsulfat, Quervernetzer) gestartet. Vor dem Auftragen der 
Lysate wurden diese mit 1/6 Ladepuffer versetzt. 
In dieser Arbeit wurden 8-12%ige Trenngele mit einer Stärke von 1 mm verwendet. Für die 
Elektrophorese wurden die Gele in der Kammer eingespannt und diese mit 
Westernelektrophoresepuffer (WEP) gefüllt. Während des Laufs im Sammelgel wurde eine 
konstante Spannung von 90 V angelegt, währenddessen mit Eintritt der Lauffront ins 
Trenngel die Spannung auf 160 V erhöht wurde. 
Nach erfolgtem Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (vgl. 4.4.4), wurde 
das Gel mit Simply Blue Safe Stain (Invitrogen, Karlsruhe) für 2 h bei Raumtemperatur unter 
leichtem Schwenken gefärbt. Diese Coomassie-Färbung ermöglicht eine optische Kontrolle 
des Gellaufs und des Transfers, durch das Anfärben von nicht-transferiertem Protein im Gel. 
Durch Waschen der gefärbten Gele mit VE-Wasser wird der ungebundene Farbstoff aus 
dem Gel entfernt und nur das Bandenmuster der Proteine sichtbar. Nach dem Entfärben 
kann das Gel auf ein Whatman-Papier transferiert, mit Seranfolie bedeckt bei 60 °C für 2 h 
unter Vakuum auf dem Geltrockner (Biorad, München) getrocknet werden. 
 
TABELLE 4.6: Zusammensetzung 6x-Ladepuffer. 
6x-Ladepuffer 
   Tris/HCl (pH 6,8) 250 mM 
Glycerin 30% 
SDS 10% 
DTT 600 mM 
Bromphenol-Blau 0,2% 
 
TABELLE 4.7: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel. 
Sammelgel Trenngel 
       PAA (37,5:1) 5% PAA (37,5:1) 8%-15% 
Tris/HCl (pH 6,8) 120 mM Tris/HCl (pH 8,8) 375 mM 
SDS 0,1% SDS 0,1% 
APS 0,1% APS 0,1% 
TEMED 0,05% TEMED 0,05% 
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TABELLE 4.8: Zusammensetzung des WEP. 
Westernelektrophoresepuffer (WEP) 
   Tris 25 mM 
Glycin 192 mM 
SDS 25 mM 
 
4.4.4  WESTERN BLOT 
 
Der Transfer von Proteinen auf eine Membran bezeichnet man als Western Blot. Der in 
dieser Arbeit verwendete semi-dry Blot ist ein elektrophoretisches Verfahren, bei dem 
senkrecht zum Gellauf die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert werden. 
Hierfür wurden Whatman-Papiere und Gel vorher 15 min in eiskaltem Transferpuffer 
äquilibriert. Dann wurden nacheinander auf der Anodenplatte des Blotters Whatman-Papier, 
Membran und Gel aufgeschichtet. Den Abschluss zur Kathodenplatte bildete ein weiteres 
Whatman-Papier. Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstärke von 70 mA pro Gel und 
max. 25 V für 60 min.  
 
TABELLE 4.9: Zusammensetzung des Transferpuffers. 
Transferpuffer 
   Tris 25 mM 
Glycin 192 mM 
Methanol 10% - 20% 
 
4.4.5  IMMUNDETEKTION 
 
Vor der Antikörper-Reaktion wurde die Membran eine Stunde mit einer 5%igen Milchpulver-
TBS-T0,05%-Lösung geblockt. Dabei wurden unspezifische Bindungen an der Nitrozellulose-
Membran abgesättigt, um eine spezifische Bindung des Primär-Antikörpers an sein Antigen 
zu ermöglichen. Dies geschah bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken. Bei der 
Detektion von phosphorylierten Proteinen wurde der Primär-Antikörper in einer 1:500 
Verdünnung in 5%iger BSA-TBS-T0,05%-Lösung angesetzt und über Nacht mit der Membran 
bei 4 °C hybridisiert. Für unphosphorylierte Proteine wurde der Primär-Antikörper in 3%iger 
Milchpulver-TBS-T0,05%-Lösung unter gleichen Bedingungen mit der Membran inkubiert. Nach 
Methoden 45 
 
dreimaligen Waschen mit TBS-T0,05% für 5 min konnte die Membran mit einem 
entsprechendem Sekundär-Antikörper für 1 h unter leichtem Schwenken bei 
Raumtemperatur inkubiert werden. Der Sekundär-Antikörper wurde nach Herstellerangaben 
1:20.000 verdünnt eingesetzt. Nach mehrmaligem Waschen der Membran mit TBS-T0,05% 
erfolgte die Detektion mit dem Odyssee Infrared Imaging System (LI-COR, USA). Hierbei 
wurden Sekundär-Antikörper verwendet, die mit einem Infrarot-Fluoreszenz-Farbstoff 
gekoppelt sind. Somit konnte die Emission bei der spezifischen Exzitationswellenlänge 
vermessen und die Intensität der Banden quantifiziert werden.  
verwendete Lösungen:  
Blockierlösung: 3% - 5% (w/v) Milchpulver oder BSA in TBS-T0,05% 
 
TABELLE 4.10: Zusammensetzung TBS-T0,05%. 
TBS-T0,05% 
   Tris (pH 7,5) 50 mM 
NaCl 150 mM 
Tween 0,05% 
 
4.4.6  ENTFERNEN VON ANTIKÖRPERN („STRIPPING“) 
 
Bei serieller Verwendung von verschiedenen Antikörpern auf einer Membran hat es sich als 
sinnvoll herausgestellt, die Membran von den zuvor gebundenen Antikörpern zu befreien. 
Hierfür wurde die Membran jeweils 15 min nacheinander mit HCL, PBS, NaOH und 
abschließend erneut mit PBS gewaschen. Nach einstündiger Inkubation mit Blockierlösung 
konnte die Membran wieder mit einem weiteren Primär-Antikörper inkubiert werden. 
 
verwendete Lösungen: 
 0,01 M HCl 
 0,01 M NaOH 
 Blockierlösung (vgl.4.4.5) 
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4.5 NUKLEINSÄUREARBEITSTECHNIKEN 
4.5.1  ISOLIERUNG VON GESAMT-RNA 
 
Da RNA im Vergleich zu DNA sehr anfällig für spontane und enzymatisch katalysierte 
Hydrolyse ist, müssen besondere Vorkehrungen beim Arbeiten mit RNA getroffen werden. 
Um Kontaminationen mit RNAsen zu vermeiden, wurden die benötigten Materialien vorher 
mit einer Dekontaminations-Lösung (RNaseZapR) gereinigt. Zur Isolierung der gesamten 
RNA wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturgefäße abtrypsiniert, in Vollmedium 
aufgenommen und bei 200 g sedimentiert. Nachdem das Pellet zweimal mit PBS gewaschen 
wurde, erfolgte die Isolierung der RNA mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen entsprechend 
den Angaben des Herstellers. Um unerwünschte genomische DNA von der isolierten RNA zu 
trennen wurde eine Hydrolyse mit DNase I in die Isolationsvorschrift integriert. 
Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte UV-photometrisch bei 260 nm. Die Reinheit 
der Präparationen wurde durch das Verhältnis A260/A280 bestimmt, welches zwischen 1,8 -
 2,0 liegen sollte. Bei der UV-photometrischen Konzentrationsbestimmung entspricht eine 
optische Dichte (OD) von 1 etwa 40 µg RNA pro ml. 
 
4.5.2 REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA (RT-PCR) 
 
Die cDNA- Erststrangsynthese erfolgte mit der „Superscript III“- Reversen Transkriptase von 
Invitrogen. Als Matrize der Synthese diente die vorher isolierte Gesamt-RNA. Für einen 
Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 µl wurden zunächst 1 µg RNA mit 1 µl 
oligo-(dT)-Primer (=250 ng/µl), 1 µl random primer (=200 ng/µl) und 1 µl dNTPs (=500 nM) 
auf ein Volumen von 14 µl mit Wasser aufgefüllt und für 5 min bei 65 °C im Thermocycler 
inkubiert und anschließend auf Eis abgekühlt. Daraufhin wurden 4 µl 5x-First strand buffer 
und 1 µl DTT (= 5 mM) hinzugegeben. Nach weiterer zweiminütiger Inkubation bei 40 °C 
wurde die Reverse Transkriptase SuperScript III dem Ansatz hinzugefügt und folgendes 
Programm für die cDNA-Synthese in der PCR-Maschine nachgeschaltet: 
 5 min  25 °C 
 5 min  30 °C 
 5 min  35 °C 
 50 min  40 °C 
 15 min  70 °C 
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4.5.3  QUANTITATIVE ECHTZEIT-PCR (QPCR) 
 
Die quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) basiert auf der herkömmlichen 
Amplifizierung von DNA durch eine PCR, nur das hierbei die Quantität der Ziel-mRNA, bzw. 
deren cDNA, nach jedem Durchgang in Echtzeit gemessen wird. Ein Ansatz für die qPCR 
bestand aus: 25 ng cDNA, 1xTaqMan Gen Expression Assay für das Zielgen und 1x 
FastStart Universal Probe Master-Mix. Das PCR-Programm beginnt mit zehnminütigem 
Erhitzen auf 95 °C, bei der die FastStart Taq-DNA-Polymerase aktiviert wird, anschließend 
beginnt die Amplifizierung (15 sec bei 95 °C) und Quantifizierung (60 sec bei 60 °C), welche 
vierzigmal wiederholt wird. Für die Quantitätsmessung wurde in dieser Arbeit eine TaqMan-
Sonde verwendet, an deren einem Ende sich ein Quencher und an dem anderen ein 
Fluoreszenz-Reporter (6-FAM-phosphoramidit) befindet. Durch die Exonukleaseaktivität der 
Taq-DNA-Polymerase wird während der Synthese des komplementären Strangs die Sonde 
abgebaut, der Quencher (Q) und der Reporter (R) werden räumlich getrennt und dadurch die 
Fluoreszenz des Reporters verstärkt. Bei der Auswertung wurde die Fluoreszenzstärke mit 
einem Referenzwert, in dieser Arbeit die Amplifizierung des Gens „TATA-Box Binding 
Protein“ (TBP), normiert. 
 
 
ABBILDUNG 4-1: Prinzip der TaqMan-PCR. (A) Zu Beginn binden Primer und Sonde an die cDNA. (B) Durch 
fortschreitende Amplifikation wird die Sonde zunehmend verdrängt. (C) Während der Synthese des 
komplementären Strangs wird durch die Exonuklease-Aktivität der Polymerase die Sonde abgebaut. (D) Der 
Abbau der Sonde trennt Reporter und Quencher räumlich voneinander, was in einer Aktivierung der Fluoreszenz 
resultiert. 
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4.6 ELISA 
 
Zur Quantifizierung des sezernierten sAPP im konditionierten Medium der HEK293 und 
HEK-APPwt Zellen wurde ein für sAPP spezifischer enzymgekoppelter 
Immunadsorptionstest (Engvall and Perlmann, 1971) (IBL, America) nach Herstellerangaben 
verwendet. Hierbei handelt es sich um einen sogenannten Festphasen Sandwich-ELISA. 
Dabei wird zuerst mit einem Primärantikörper der gegen sAPP gerichtet ist über Nacht 
inkubiert. Der Sekundärantikörper ist mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, die das 
Chromogen TMB (Tetra-Methyl-Benzidin) unter Bildung eines blauen Farbstoffes umsetzt. 
Durch Zusatz von Schwefelsäure wird diese Farbreaktion gestoppt und ein stabiler gelber 
Farbkomplex entsteht. Die Farbintensität kann photometrisch vermessen werden, wobei 
diese proportional zu der Konzentration des zu bestimmenden Proteins ist, welche anhand 
eines mitgelieferten internen sAPP-Standards kalkuliert werden kann. 
 
4.7 MTT 
 
Das gelbe wasserlösliche Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-dimethylthilzol-2yl]-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) wird in lebenden Zellen durch membrangebundene, 
mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen am Tetrazolring enzymatisch gespalten und zu 
wasserunlöslichem Formazan reduziert (Slater, 1963; Vistica et al., 1991) (vgl. Abbildung 
4-2). 
Die Succinat-Dehydrogenase ist ein mitochondriales Enzym des Zitratzyklus, welches die 
Umwandlung von Succinat zu Fumarat unter Beteiligung der Kofaktoren NADH und NADPH 
katalysiert  
 
ABBILDUNG 4-2: Reduktion von MTT zu Formazan.  
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Zur Durchführung des MTT-Assays wurden die Zellen mit 20 µl MTT-Reagenz für 3 h im 
Brutschrank inkubiert. Dies entsprach einer finalen Konzentration von 0,83 µg/µl MTT. 
Anschließend wurde das Medium verworfen und das entstandene Formazan mit 
Isopropanol/HCl solubilisiert. Durch 20minütiges Schütteln auf dem Taumelschüttler wurde 
die Lösung homogenisiert und konnte dann bei 560 nm photometrisch vermessen werden. 
verwendete Lösungen: MTT-Reagenz (5 mg/ml in PBS) 
    40 mM HCl in Isopropanol 
 
4.8 HERSTELLUNG VON LIPOSOMEN 
 
Für die Membran-Inkorporation von Omega-3 Fettsäuren werden Transfer-Liposomen, 
sogenannte SUV (small unilammelar vesicles), benötigt. Aufgrund des hohen 
Krümmungsradius und den dadurch bedingten Membranspannungen weisen SUV eine 
vergleichsweise starke Tendenz zur Fusion und eine erhöhte Permeabilität für 
niedermolekulare Stoffe auf (Hashimoto et al., 2006a). 
Diese ermöglichen einen stöchiometrischen Transfer von liposomalen Omega-3 Fettsäuren 
in die nativen Membranen, indem ihr Matrixlipid mit dem Bilayer interferiert. Als Matrixlipid 
dient Lipoid S100 (Phosphatidylcholin aus fettfreiem Sojalecithin, Fa. Lipoid, Ludwigshafen). 
Bei der Herstellung der Liposomen wird die Filmbildungsmethode in Anlehnung an (Igbavboa 
et al., 1996) verwendet. 
Zunächst wurden in Ethanol (+ 0,05% Butylhydroxytoluol) 5 mmol/l der Fettsäuren und in 
Dichlormethan gelöstes Lipoid S100 (1,7 mg/ml) in einem Rundkolben (100 ml) im Verhältnis 
37/63 mol% für Docosahexaensäure (DHA) und Docosansäure (DA) gemischt (Mayol et al., 
1999). Gleichzeitig wurde eine Kontrollpräparation ohne Omega-3-Fettsäure hergestellt. Die 
Mischung wurde anschließend unter Schutzgas (Argon) bei maximal 40 °C und 
vermindertem Druck einrotiert und über Nacht im Exsikkator getrocknet. Der durch die 
Lösungsmittelevaporation entstandene, trockene Lipidfilm wurde mit 5 ml Aqua dest. und ca. 
5 g Glasperlen versetzt, für eine Minute in der Hand geschwenkt, und dann für eine Minute 
im Ultraschallbad (Typ Sonorex RK 105H, Firma Bandelin) bei Raumtemperatur beschallt. 
Zur Anreicherung der Lösung mit MLV (multilammelar vesicles) wurden diese beiden Schritte 
zweimal wiederholt. Zur Erzeugung von SUVs wurde die Dispersion, in ein dickwandiges 
Polypropylen-Röhrchen gefüllt, mit einem Branson-Sonifier (Typ Cell disruptor B15, Firma 
Branson Ultrasonics Corp.) für 45 min bei 4 °C unter Schutzgas beschallt (Output 3 = 25- 
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28% Leistung, duty cycle 40%). Die klare Lösung wurde abschließend bei 8.000 g und 4 °C 
für 10 min in der Zentrifuge (Modell J2, Rotor JA-20.1, Firma Beckman) zentrifugiert. Durch 
diesen Zentrifugationsschritt wurde eine Trennung zwischen schwereren MLV und leichteren 
SUV erreicht. So dass die SUVs als Überstand (3-4 ml) abgenommen werden konnte. Die 
SUV-Präparation wurde unter Stickstoff bei Raumtemperatur im Dunkeln für maximal 5 Tage 
gelagert und vor Benutzung über einen 0,22 µm Sterilfilter filtriert.  
 
TABELLE 4.11: Zusammensetzung der Liposomenlösung. 
Liposomenlösung 
   Lipoid S100 42 mM 
BHT 0,05% 
DHA oder DA 5 mmol 
 
4.9 ANISOTROPIE-MESSUNG VON HEK-APP ZELLEN 
 
Die Analyse der Anistropie-Messung erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. 
Gunter Eckert (Pharmakologisches Institut für Naturwissenschaftler, Goethe-Universität 
Frankfurt) und wurde wie in der Publikation von Eckert et al. 2011 beschrieben, angefertigt. 
 
4.10 HERSTELLUNG UND AUFREINIGUNG VON 6XHIS-SAPP AUS PICHIA 
PASTORIS 
 
Für die Aufreinigung von sAPP aus Hefe wurde ein mit dem Vektor pBLHIS-SX-sAPP695 
transfomierter Pichia pastoris GS115 Hefestamm verwendet. Der hier verwendete Vektor 
(vgl.Abbildung 4-3) beinhaltet unter anderem eine „-Mating Factor Signaling“ Sequenz, die 
den stabil transformierten Hefen die Sekretion von sAPP in den Kulturüberstand 
ermöglichen. Der verwendete GS115 Stamm ist Histidin auxotroph (his4), d.h. er kann nur 
auf Histidin-haltigem Medium wachsen, da er nicht in der Lage ist dieses selbst zu 
produzieren. His4 dient hier als Marker für P. pastoris, da die Laborstämme nach Integration 
des Expressionsvektors ins Genom, prototroph für Histidin werden (Cereghino and Cregg, 
2000). Eine Besonderheit bei der Expression stellt die Mutation der Glykosilierungsstelle zu 
Alanin dar, die darin resultiert, dass sAPP unglykosyliert in den Überstand sezerniert wird. 
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ABBILDUNG 4-3: Vektorkarte von pBLHIS-SX-sAPP695 Eingezeichnet sind Restriktionsschnittstellen, 
Ampicillin-Resistenz-Gen, AOX1-Promotor fusioniert mit -Mating factor Signal Sequence (aus S. cerevisiae), 
HIS4 (biosynthetischer Marker - His-Tag) und das sAPP695-Insert. 
Zur Anzucht der Hefesuspension wurde ein Kolben mit BMGY-Medium (Buffered Glycerol 
complex Medium) mit den Hefen aus dem Glycerolstock beimpft. Bei 30 °C wurde eine 
Schüttelkultur über 2 Tage angelegt. Anschließend wurden die so vermehrten Hefen bei 
1.500 x g für 5 min bei RT pelletiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet in einem 
kleinen Volumen BMMY (Buffered Methanol-complex Medium) resuspendiert und für einen 
Tag bei 30 °C als Schüttelkultur inkubiert. Das im BMMY enthaltene Methanol induziert die 
Expression von sAPP, währenddessen BMGY-Medium anstelle von Methanol Glycerol 
besitzt und der Anreicherung an Biomasse dient.  
Die Aufreinigung, des in den Überstand sezernierten Proteins, wird durch die Bindung der 6-
Histidinreste, mit welchen sAPP markiert ist, an Ni-Sepharose Beads ermöglicht. Hierbei ist 
das zweiwertige Ni2+ Ion in einem oktaedrischen Komplex mit dem Trägermaterial und H2O-
Molekülen gebunden. Diese können durch Histidin verdrängt werden, wodurch ein sehr 
stabiler Chelat-Komplex entsteht. Ni2+ ist durch Nitrilotriessigsäure-Reste gebunden und 
kann mit zwei Histidin-Resten des Proteinkonstruktes im Austausch gegen Wasser 
interagieren. 
In Vorbereitung wurden die Ni-Sepharose Beads drei Mal gewaschen. Als erster 
Waschpuffer diente ddH2O, für die beiden Weiteren wurde LEW-Puffer verwendet. Die 
einzelnen Waschschritte erfolgten durch 5 min Inkubation der Beads mit dem Waschpuffer 
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auf dem Überkopfschüttler. Um den Puffer dann zu entfernen, wurden die Beads 
abzentrifugiert (5 min, 500 x g) und der Waschpuffer verworfen. Nach dem dritten 
Waschschritt wurden die Beads in einem kleinen Volumen LEW-Puffer resuspendiert und bis 
zur späteren Verwendung gelagert (maximal 2 h). 
Die Hefesuspension wurde für die weitere Bearbeitung auf 50 ml Reaktionsgefäße verteilt 
und abzentrifugiert (10 min, 500 x g). Der sAPP-haltige Überstand wurde in ein neues 50 ml 
Reaktionsgefäß überführt und mit den Ni-Sepharose-Beads in einem Verhältnis von 4:1 
versetzt. Die Inkubation erfolgte über Nacht, wobei der His-Tag des Proteinkonstrukts an die 
zweiwertige Ni2+-Kationen bindet. Am nächsten Tag wurde die Suspension abzentrifugiert, 
der Überstand verworfen und die Beads mit dem gebundenen 6xHis-sAPP gewaschen. 
Hierfür wurden die, bei 500 x g für 5 min abzentrifugierten, Beads mit 20 ml LEW-Puffer 
resuspendiert und auf dem Überkopfschüttler für 10 min gewaschen. Dieser Waschschritt 
wurde zweimal wiederholt, so dass eventuell unspezifisch an die Matrix gebundene Proteine 
und restliche Bestandteile des BMMY-Mediums entfernt wurden. 
Für die nachfolgende Elution des Proteinkonstruktes, wurde der bisher verwendete 
Waschpuffer LEW mit 500 mM Imidazol versetzt, welches das Histidin des 
Proteinkonstruktes kompetitiv aus dem Chelat-Komplex verdrängt und so zur Lösung der 
Bindung zwischen Ni2+ und Histidin führt. Auch die Elution erfolgte in 3 Schritten, um die 
Ausbeute an Protein zu maximieren. Hierfür wurden die Pellets mit 3 ml Elutionspuffer 
versetzt, 30 min auf dem Überkopfschüttler inkubiert und bei 500 x g für 5 min sedimentiert. 
Der resultierende Überstand enthielt das gewünschte Proteinkonstrukt und wurde auf Eis 
gelagert. Die darauf folgenden Elutionsschritte wurden analog durchgeführt. Die erhaltenen 
Überstände konnten in einem Reaktionsgefäß vereinigt werden und für die 
Aufkonzentrierung vorbereitet werden. Die Aufkonzentrierung erfolgte durch 
Größenausschluss mittels Zentrikon-Röhrchen. Die Röhrchen wurden in Vorbereitung mit 
LEW-Puffer gewaschen um das Glycerin, welches die Filtermembran bedeckt, zu entfernen. 
Dafür wurden die Röhrchen mit 10 ml Puffer gefüllt und für 10 min bei maximal 4000 x g 
zentrifugiert. Der Puffer wurde danach verworfen. Die gewählten Zentrikon-Röhrchen 
besitzen einen Cut-Off von 10 kD. Zum Aufkonzentrieren wurden die, mit der Proteinlösung 
gefüllten Röhrchen, solange bei 800 x g zentrifugiert, bis das Endvolumen auf 2,5 ml oder 
weniger eingeengt war. Anschließend wurde ein Pufferaustausch vorgenommen, damit dass 
im Elutionspuffer enthaltene Imidazol entfernt werden konnte. Die benutzten PD10 Säulen 
wurden nach Herstellerangaben verwendet und erst mit dem 5fachem Säulenvolumen 
(25 ml) TRIS/HCl Puffer äquilibriert. Alle Arbeitsschritte der Aufreinigung erfolgten bei 4 °C. 
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Die erhaltene Proteinlösung wurde mittels BCA quantifiziert (vgl.4.4.2). Eine Überprüfung auf 
eventuelle Degradationsprodukte geschah über eine gelelektrophoretische Auftrennung und 
anschließender Coomassie-Färbung (vgl.4.4.3). 
In dieser Arbeit wurde für die Berechnung der Stoffmenge des eingesetzten sAPP der His-
Tag vernachlässigt und ein Molekulargewicht von 100.000 angenommen. 
 
TABELLE 4.12. Zusammensetzung von BMGY und BMMY. 
BMGY/BMMY 
   Hefeextrakt 1% 
Pepton 2% 
K3PO4 100 mM 
YNB (yeast nitrogen base) 1,34% 
Biotin 0,0004% 
  
Methanol für BMMY 0,5% 
Glycerol für BMGY 1% 
 
TABELLE 4.13: Zusammensetzung des LEW-Puffers. 
LEW-Puffer 
   NaH2PO4 50 mM 
NaCl 300 mM 
(Einstellen auf pH 8)  
 
TABELLE 4.14: Zusammensetzung des Äqulibrierungspuffers. 
Äquilibrierungspuffer: 
   Tris 5 mM 
NaCl 150 mM 
(Einstellen auf pH 8)  
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4.11 DATENANALYSE 
 
Die Analyse der Western Blot Daten erfolgte densitometrisch mit der Odyssey Application 
Software 2.1 (LI-COR, Lincoln, USA). 
Die gezeigten Daten sind, soweit nicht anders vermerkt, mit dem Standardfehler der 
Mittelwerte (± SEM) dargestellt. Statistische Analysen erfolgten mittels SPSS Software, 
wobei einfaktorielle Anova kombiniert mit dem Posthoc Test Tukey angewendet wurde. 
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5 ERGEBNISSE 
 
5.1 DIE ROLLE DES SPALTPRODUKTS SAPP IN DER VERMITTLUNG VON 
NEUROPROTEKTION UNTER BEDINGUNGEN VON PROTEASOMALEM 
STRESS 
 
Die sogenannte nicht-amyloidogene Prozessierung von APP resultiert in der Sezernierung 
von sAPP unter Ausschluss der Generierung von A. Diverse Studien geben Hinweise auf 
eine neurotrophe und neuroprotektive Funktion von sAPP. So zeigten Mattson und Cheng 
(Mattson and Cheng, 1993), dass sAPP in geringen Dosen 1-1000 pM das 
Langzeitüberleben von kortikalen und hippocampalen Neuronen sichert und darüber hinaus 
vor metabolischem und oxidativem Stress schützen kann. Diese Befunde lassen sich aber 
nur für sAPP, jedoch nicht für sAPP, was durch -Sekretase-Spaltung von APP entsteht, 
sichern. Des Weiteren geben Studien Hinweise auf eine Rolle von sAPP in Prozessen der 
neuronalen Plastizität (Ishida et al., 1997), der Erregbarkeit von Neuronen und synaptischer 
Transmission (Furukawa et al., 1996a). Ferner ist bekannt, dass sAPP eine stabilisierende 
Wirkung auf die Kalziumhomöostase unter Stressbedingungen aufweist. In dieser Arbeit 
sollen die protektiven Mechanismen von sAPP unter verschiedenen Stressbedingungen in 
unterschiedlichen Modellen untersucht werden. Des Weiteren soll untersucht werden, ob 
eine pharmakologische Modulation der APP-Prozessierung mittels Docosahexaensäure 
einen protektiven Einfluss unter Stressbedingungen ausübt. 
 
5.1.1 CHARAKTERISIERUNG DER APP-ÜBEREXPRIMIERENDEN HEK-ZELLEN 
 
Zur Untersuchung der protektiven Wirkung von sAPP wurden Überstände von humanen 
embryonalen Nierenzellen (HEK, human embryonic kidney cells) benutzt. Dafür wurden 
APP695 überexprimierende Kulturen (HEK-APP) verwendet. Um auszuschließen, dass 
eventuelle Effekte auf Bestandteile des Mediums oder sezernierte Faktoren der Zelllinien 
zurückzuführen sind, wurden untransfizierte Zellen (HEK293) als Kontrolle in der Produktion 
des konditionierten Mediums mitgeführt. 
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ABBILDUNG 5-1: APP Expression in APP-überexprimierenden HEK Zellen. Für alle Analysen wurden 
Zellkulturen mit 80%iger Konfluenz ausgesät für einen Tag im Inkubator belassen und 24 h nach einem 
Mediumwechsel untersucht. Die Überexpression von APP in HEK-APP Zellen wurde im Vergleich zu 
untransfizierten HEK293 Zellen durch Analysen auf Proteinebene und RNA-Ebene bestätigt. (A) Hohe Mengen an 
intrazellulärem APP (hAPP) und sezerniertem sAPP konnten für HEK-APP Zellen im Western Blot 
nachgewiesen werden. Im Gesamtzelllysat konnten die unreife APP-Form (~110kD), sAPP (~120kD) und die reife 
APP-Form (~130kD) nachgewiesen werden (gekennzeichnet durch Pfeilspitzen). Als Ladekontrolle wurde 
GAPDH nachgewiesen. (B) Eine Quantifizierung des sAPP-Gehaltes im Überstand mittels ELISA korreliert mit 
der ermittelten Überexpression. (C) Eine Quantifizierung der RNA-Expression für APP wurde in beiden Zelllinien 
auf TBP (TATA-box binding protein) normiert. Zur Ermittlung der relativen APP-Expression wurde zusätzlich auf 
die APP-Expression der HEK293 Zellen normiert. Für den ELISA wurde beim Mediumwechsel ein Medium ohne 
Serum verwendet. Für ELISA und TaqMan-Analysen sind Mittelwerte ±SEM aus n = 3 Experimenten gezeigt. 
(*p < 0,05 wurde als signifikant gegenüber der Kontrolle (HEK293) eingestuft) 
 
Zur Charakterisierung der beiden Zelllinien wurde das intrazelluläre APP-Expressionsniveau 
auf Proteinebene mittels Western Blot (Abbildung 5-1) und die Menge an sezerniertem 
sAPP zusätzlich quantitativ mittels ELISA bestimmt. Die massive intrazelluläre APP-
Expression der HEK-APP Zellen korreliert mit der Detektion von sAPP im Überstand. Der 
im Westen Blot verwendete Antikörper 6E10 ist in der Lage spezifische sAPP im Überstand 
nachzuweisen und nicht sAPP, dem keine protektiven Eigenschaften zugeschrieben 
werden (Furukawa et al., 1996b). Eine Quantifizierung durch einen ELISA ergab eine mittlere 
Menge an sAPP von ca. 70 ng/ml (Abbildung 5-1.B). Währenddessen sezernierten 
untransfizierte HEK293 Zellen wesentlich geringere Mengen an sAPP in den 
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Kulturüberstand, was auf die geringe endogene Expression von APP zurückzuführen ist. 
Parallel zur Analyse auf Proteinebene, konnte durch quantitative Echtzeit PCR eine um das 
80fache gesteigerte APP-Expression auf RNA-Ebene nachgewiesen werden (Abbildung 
5-1.C) Für beide Analyseverfahren wurden Zellkulturen mit einer 80%igen Konfluenz 
ausgesät und für 24 h inkubiert. Für den ELISA wurde im Kulturmedium für diesen Zeitraum 
kein FCS verwendet. Für die folgenden Experimente sind die konditionierten Medien in 
einem Verhältnis von 1:1 mit frischem Vollmedium versetzt worden. Es ist also davon 
auszugehen, dass sAPP in einer Endkonzentration von ca. 35 ng/ml für die Präinkubation 
eingesetzt wurde. In den folgenden Experimenten wurde konditioniertes Medium von 
untransfizierten HEK293 Zellen, welches für die Präinkubation verwendet wurde, als „Kon“ 
gekennzeichnet. Während sAPP-haltiges konditioniertes Medium von HEK-APP Zellen mit 
der Bezeichnung „sAPP“ deklariert wurde. 
 
5.1.2 KONDITIONIERTE ÜBERSTÄNDE VON HEK-APP ZELLEN SCHÜTZEN PC12 ZELLEN 
VOR DER DURCH PROTEASOMALEN STRESS INDUZIERTEN APOPTOSE 
 
Da für sAPP neuroprotektive Eigenschaften bekannt sind (Mattson et al., 1993a; Mattson et 
al., 1999), wurde zunächst überprüft, ob eine 24stündige Präinkubation mit konditioniertem 
Medium vor induziertem Stress schützen kann. Der hierfür verwendete Stress-Stimuli 
Epoxomicin (Abbildung 5-2) ist ein irreversibler Proteasom-Inhibitor, welcher die proteolytisch 
aktiven Zentren des 20S-Proteasoms hemmt (Meng et al., 1999). 
 
 
ABBILDUNG 5-2: Strukturformel des Proteasom-Inhibitor Epoxomicin. 
 
Proteasomaler Stress steht in engem Zusammenhang mit der Pathophysiologie von 
neurodegenerativen Erkrankungen, so auch der Alzheimer Krankheit. So liegen den 
Befunden von Ubiquitin-positiven Ablagerungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten, einer 
Störung des Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) zu Grunde (Mori et al., 1987; Perry et al., 
Ergebnisse 58 
 
1987; Song and Jung, 2004; van Leeuwen et al., 1998). In folgenden Experimenten wurde 
untersucht, ob sAPP vor diesem, durch Epoxomicin-induzierten, proteasomalem Stress 
schützt. 
PC12 Zellen wurden hierfür 24 h mit konditioniertem Medium präinkubiert. Daraufhin erfolgte 
eine Behandlung mit 50 nM Epoxomicin für entweder 24 h oder 36 h. Da Epoxomicin in 
DMSO gelöst wurde, wurden parallel Kontrollkulturen mitgeführt, die zu Epoxomicin 
volumenäquivalent behandelt wurden (Kon). Nach Ablauf der Behandlungszeit wurden die 
Zellen mit Hoechst und Propidiumiodid (PI) gefärbt und unter dem Mikroskop ausgezählt. Da 
Propidiumiodid nur durch perforierte Zellmembranen gelangen kann, interkaliert es in DNA 
von spät-apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen. Die Färbung mit Hoechst ermöglicht die 
Einordnung von morphologischen Veränderungen des Zellkerns wie Kernkondensierungen 
bzw. Kernfragmentierungen. Diese beiden Farbstoffe stellen eine Möglichkeit dar in vitro 
Zelltod zu quantifizieren und zwischen Apoptose und Nekrose zu differenzieren (Kögel et al., 
2005). 
 
         
ABBILDUNG 5-3: sAPP schützt PC12 Zellen vor Zelltod induziert durch proteasomalen Stress. PC12 
Zellen wurden für 24 h mit sAPP-haltigem konditioniertem Medium (sAPP) oder mit Kontrollmedium (Kon) 
vorbehandelt. Nach darauffolgender Inkubation mit Epoxomicin für 24 h bzw. 36 h erfolgte die Färbung mit 
Hoechst und PI. Als Kontrolle wurde eine volumenäquivalente Behandlung mit DMSO für 36 h mitgeführt. 
Anschließend wurden 2000-2500 Zellen aus n = 4 unabhängigen Kulturen pro Zeitpunkt und Behandlung 
ausgewertet. (A) Abgebildet ist der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen, die Kernfragmentierungen 
aufwiesen, gegenüber der Summe aller Hoechst-gefärbten Zellen. (B) Dargestellt ist der prozentuale Anteil an PI-
positiven Zellen gegenüber den Hoechst-gefärbten. Gezeigt werden die Mittelwerte ±SEM der 4 unabhängigen 
Kulturen. (# p < 0,05 wurde als signifikant eingestuft) 
 
Eine Behandlung der PC12 Zellen mit Epoxomicin über 24 h und 36  bewirkt einen Anstieg 
an apoptotischen und nekrotischen Zellen (Abbildung 5-1). Eine vorangegangene 
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Präinkubation mit sAPP zeigte im Vergleich zum Kontrollmedium ein signifikant verringertes 
Ausmaß an Zelltod in den Kulturen. Ein protektiver Effekt durch sAPP konnte somit für beide 
Behandlungszeiträume validiert werden. 
Ein weiterer Beleg für die protektive Wirkung von sAPP unter proteasomalen 
Stressbedingungen ergaben Analysen der Aktivität von Effektor-Caspasen. Der Messung der 
Enzymaktivität ging ebenfalls eine 24stündige Präinkubation mit konditioniertem Medium und 
anschließender Epoxomicin-Behandlung voraus. Die beobachtete, signifikant verringerte 
Zelltodrate ließ sich mit der Aktivität der Effektor-Caspasen korrelieren. Hauptsächlich wird in 
dem Caspase-Assay die Aktivität von Caspase-3 ähnlichen Caspasen detektiert und als 
Funktion der DEVD-Spaltung gegen die Zeit dargestellt. Die mit DMSO als Lösungsmittel 
kontrollbehandelten Kulturen zeigten keine detektierbare Aktivierung von Caspasen. Eine 
Behandlung für 20 h mit 50 nM Epoxomicin zeigte eine Induktion der Enzymaktivität, die 
signifikant durch sAPP-haltigen Überstand verringert war (Abbildung 5-4). 
 
 
ABBILDUNG 5-4: sAPP schützt PC12 Zellen vor Caspase-abhängiger Apoptose induziert durch 
proteasomalen Stress. PC12 Zellen wurden mit Kontrollüberständen (Kon) oder sAPP-haltigen Überständen 
(sAPP) für 24 h präinkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von Epoxomicin (50 nM) oder volumenäquivalent 
DMSO für 20 h. Nach Ende der Behandlung erfolgten die Lyse der Zellen und die Messung der Caspase-Aktivität. 
Die Aktivität der Caspasen wurde photometrisch, indirekt über Zugabe des geeigneten fluorogenen Substrates 
AC-DEVD-AMC (10µM) zu den Proteinlysaten, gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 
unabhängigen Kulturen. (# p < 0,05 wurde als signifikant eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten) 
 
 
 
 
Ergebnisse 60 
 
5.1.3 SAPP NICHT JEDOCH SAPP SCHÜTZT DOSISABHÄNGIG VOR PROTEASOMALEM 
STRESS 
 
Um die vorangegangen Befunde zu festigen und um klären zu können, dass ausschließlich 
sAPP für die Protektion verantwortlich zu machen ist, wurde aufgereinigtes sAPP und 
sAPP aus Überständen von COS7-Zellen verwendet. 
Hierfür wurden Dosis-Wirkungskurven für beide APP-Fragmente unter Stressbedingungen 
erstellt (Abbildung 5-5). Die Behandlung der Zellen erfolgte analog zu den Experimenten mit 
konditionierten Überständen (vgl. 5.1.2). 
 
      
ABBILDUNG 5-5: sAPP und nicht sAPP schützt dosisabhängig vor proteasomalem Stress. PC12 Zellen 
wurden 24 h mit verschiedenen Dosen an sAPP bzw. sAPP vorinkubiert. Anschließend erfolgte die Induktion 
von proteasomalem Stress durch Epoxomicin (20 h, 50 nM). Nach Ende der Behandlung wurden 
Gesamtzelllysate hergestellt und auf Caspase-Aktivität hin untersucht. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 
unabhängigen Kulturen. (* p < 0,05 wurde als signifikant gegenüber der Epoxomicin-Kontrolle (-) eingestuft; 
n.s. = nicht signifikant; A.E. = arbiträre Einheiten, mit (-) gekennzeichnete Kulturen sind nicht mit sAPP 
präinkubiert aber mit Epoxomicin gestresst worden) Die APP-Fragmente wurden von Dr. Jakob Tschäpe und 
Prof. Dr. Ulrike Müller (Universität Heidelberg, Abteilung für Bioinformatik und Funktionelle Genomik) aufgereinigt 
und freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
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PC12 Zellen wurden mit unterschiedlichen Dosen an sAPP für 24 h präinkubiert und 
anschließend mit einer konstanten Dosis (50 nM) Epoxomicin für weitere 20 h gestresst. 
Schon ab einer minimalen sAPP-Konzentration von 0,1 nM ist eine tendenzielle Protektion 
zu verzeichnen, die sich ab 25 nM als signifikant auszeichnet (Abbildung 5-5 A). Im 
Gegenzug zeigten sAPP in den Konzentrationen 10 µM und 50 µM keine signifikanten 
Unterschiede zur Epoxomicin-behandelten Kontrolle (Abbildung 5-5 B). 
Zusammengenommen lässt sich feststellen, dass die beobachtete Protektion durch 
konditionierte Überstände aus HEK-APP Zellen mit der Protektion durch aufgereinigtes 
sAPP korrelieren. Die Protektion lässt sich demnach auf den Bestandteil sAPP im 
konditionierten Medium zurückführen. 
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5.1.4 SEKRETIERTES APP REDUZIERT DIE JNK-AKTIVIERUNG UNTER PROTEASOMALEM 
STRESS 
 
Da bekannt ist, dass APP-Überexpression einen regulativen Effekt auf den pro-
apoptotischen JNK-Signalweg hat (Kögel et al., 2005), wurde im nächsten Schritt untersucht, 
ob proteasomale Stressbedingungen die Aktivierung dieses Signalweges beeinflusst. Dafür 
wurden PC12 Zellen mit konditionierten Medien präinkubiert und anschließend durch eine 
Epoxomicin-Behandlung Stress induziert. Eine UV-Bestrahlung, als genereller Aktivator des 
JNK-Signalweges, wurde hier als Positivkontrolle in die Untersuchungen implementiert.  
 
               
ABBILDUNG 5-6: sAPP inhibiert den JNK/c-Jun Signalweg. (A) PC12 Zellen wurden für 24 h mit 
konditioniertem Medium von HEK-APP Zellen (+) oder mit Kontrollmedium von untransfizierten HEK293 Zellen (-) 
präinkubiert. Anschließend erfolgte die Induktion von proteasomalem Stress durch Epoxomicin (50 nM) bzw. 
genotoxischen Stress durch UV (100 J/m
2
). Nach Ende der 4stündigen Behandlung wurden Gesamtzelllysate 
hergestellt und auf Proteinebene auf die Phosphorylierung von JNK-p54 und JNK-p46 hin untersucht. Als 
Ladekontrolle im Western Blot diente Gapdh. (C) Die Caspase-Aktivität wurde nach 24stündiger Präinkubation mit 
konditioniertem Medium (Kon/sAPP) und anschließender Epoxomicin Behandlung (50 nm /20 h) ermittelt. Zur 
Epoxomicin-Behandlung wurden volumenäquivalente DMSO-Behandlungen mitgeführt. Darüberhinaus wurden 
einige Kulturen 1 h vor Gabe des Stress-Stimulus zusätzlich mit einem JNK-Inhibitor BI78D3 (400 nM) behandelt. 
Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 3 unabhängigen Experimenten (# p < 0,05 wurde als signifikant 
eingestuft; n.s. =  nicht signifikant; A.E. = arbiträre Einheiten) (B) Strukturformel des JNK-Inhibitors BI78D3. 
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Die Induktion von proteasomalem Stress resultierte in einer Aktivierung von JNK, was sich 
im Phosphorylierungsgrad zeigt. Die Vorbehandlung mit sAPP weist bereits eine basale 
Reduktion der Phosphorylierung ohne zusätzliche Stressbehandlung (Abbildung 5-6 A). 
Proteasomaler Stress und genotoxischer Stress führten zu einer verstärkten 
Phosphorylierung von JNK, was einer erhöhten Aktivität entspricht. Diese konnte zum Teil 
durch sAPP verringert werden, was darauf hindeutet, dass sAPP in Lage ist den JNK-
Signalweg partiell zu inhibieren. Um einen weiteren Nachweis zu erbringen, dass sAPP 
regulativ auf den pro-apoptotischen JNK-Signalweg einwirkt, wurde ein entsprechender 
Inhibitor für JNK verwendet. Dieser wurde 1 h vor dem proteasomalen Stress appliziert und 
blieb so insgesamt 21 h auf den Zellkulturen. Der benutzte kompetetive Inhibitor BI78D3 
(Stebbins et al., 2008) bindet mit hoher Affinität an JIP1 (JNK interacting protein1) und 
blockiert auf diese Weise den JNK-Signalweg. 
Der JNK-Inhibitor bewirkte in Kulturen, die mit Kontrollüberständen und Epoxomicin 
behandelt waren, einen ähnlichen protektiven Effekt wie sAPP (Abbildung 5-6 C). Eine 
Präinkubation mit BI78D3 und sAPP führte im Vergleich zur Präinkubation ohne BI78D3 zu 
einer signifikant potenzierten Abnahme der Caspase-Aktivität. In den Lösungsmittel-
behandelten Kontrollen konnte keinerlei Caspase-Aktivität detektiert werden. Gemeinsam mit 
der Analyse des Phosphorylierungsgrades von JNK im Western Blot bestätigt dies, dass 
sAPP seine protektive Wirkung über eine partielle Inhibition des JNK-Signalweges entfaltet. 
 
5.1.5 DIE PROTEKTION DURCH SAPP WIRD DURCH DIE AKTIVIERUNG DES PI3K/AKT 
SIGNALWEGES VERMITTELT 
 
Auf Grund der Protektion durch die partielle Inhibierung des pro-apoptotischen JNK-
Signalweges, stellte sich die Frage, ob die Aktivierung des anti-apoptotischen Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase (PI3K)/Akt Signalweges zusätzlich zur Vermittlung der Protektion beitragen 
kann. Eine Interaktion der beiden Signalwege ist durch MLK3 (mixed lineage kinase 3) 
bekannt. MLK3 bezeichnet eine Kinase, die über die Aktivierung von JNK Zelltod induzieren 
kann. Akt wiederum kann den MLK3-vermittelten Zelltod durch Phosphorylierung von MLK3 
an Serin 674, inhibieren (Barthwal et al., 2003). Zur Untersuchung der Beteiligung des 
PI3K/Akt Signalweges an der Vermittlung der Protektion wurde der spezifische, 
zellpermeable PI3K-Inhibitor LY294002 (Abbildung 5-7 B) verwendet. Dieser bindet 
reversibel an die ATP-Bindestelle der katalytischen Untereinheit und hemmt dadurch die 
Aktivität der Kinase (Vlahos et al., 1994).  
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ABBILDUNG 5-7: sAPP aktiviert den anti-apoptotischen PI3k/Akt Signalweg. (A) PC12 Zellen wurden für 
24 h mit konditionierten Überständen von HEK-APP Zellen (sAPP) bzw. mit Kontrollüberständen (Kon) 
vorbehandelt. 2 h vor Applikation des Proteasom-Inhibitors Epoxomicin (50 nM) für 20 h, erfolgte die Behandlung 
mit LY294002 (10 µM). Als Lösungsmittelkontrolle zur Epoxomicin-Behandlung wurden Kulturen 
volumenäquivalent mit DMSO behandelt. Nach Behandlungsende wurden die Zellen lysiert und auf Caspase-
Aktivität hin analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unabhängigen Kulturen. (# p < 0,05 wurde als 
signifikant eingestuft, A.E. = arbiträre Einheiten) (B) Strukturformel des PI3K-Inhibitors LY294002. 
 
In den Zellkulturen, die mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt wurden, konnte keinerlei 
Aktivierung der Caspasen detektiert werden. Die Behandlung mit Epoxomicin resultierte in 
allen Gruppen in einer signifikant gesteigerten Caspase-Aktivität. Im Vergleich zur 
Präinkubation mit Kontrollüberständen verringerte die Präinkubation mit sAPP-haltigem 
konditioniertem Medium signifikant den Caspase-abhängigen Zelltod unter proteasomalem 
Stress. 
In Übereinstimmung mit der anti-apoptotischen Funktion des PI3K/Akt Signalweges, konnte 
durch die Inkubation mit den Kontrollüberständen in Anwesenheit des Inhibitors einen 
Anstieg in der Caspase-Aktivität in den PC12 Zellen nach proteasomalem Stress induziert 
werden. Interessanter Weise konnte die Protektion vor Apoptose durch sAPP in den 
Epoxomicin-behandelten Zellkulturen weitgehend durch die Gabe von LY294002 
aufgehoben werden. Dies lässt auf eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges 
schließen, die PC12 Zellen vor durch proteasomalen Stress induzierten Zelltod schützt. 
sAPP scheint darüber hinaus diesen Signalweg zu aktivieren und dadurch das Zell-
Überleben unter Stress-Bedingungen zu begünstigen. 
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5.2 DER EINFLUSS VON DOCOSAHEXAENSÄURE AUF DEN METABOLISMUS 
UND DIE ZYTOPROTEKTIVE FUNKTION VON APP  
 
In den bisher gezeigten Versuchen konnte die externe Gabe von sAPP über konditionierte 
Überstände oder in aufgereinigter Form PC12 Zellen vor proteasomalem Stress schützen. 
Ferner soll jetzt überprüft werden, ob Docosahexaensäure (DHA) in der Lage ist auf den 
APP-Metabolismus einzuwirken und die Spaltung über -Sekretasen günstig zu 
beeinflussen. Erwartet wird eine daraus resultierende Protektion vor zytotoxischem Stress. 
Dafür wurde die Fettsäure Docosahexaensäure (Abbildung 5-8 B) in kleine unilammellare 
Tansfer-Liposomen verpackt, die eine bessere Aufnahme der Fettsäuren durch eine erhöhte 
Membranpermeabilität ermöglichen sollen (Hashimoto et al., 2006a). Die Liposomen wurden 
aus Lipoid®S100, einem Phosphatidylcholin aus fettfreiem Sojalecithin, hergestellt. Als 
Kontrolle für DHA wurde parallel die komplett gesättigte Form der DHA, die Docosansäure 
(DA), auch unter dem Trivialnamen Behensäure bekannt (Abbildung 5-8 A) in Liposomen 
verpackt. Um eventuelle Effekte durch Transferliposomen selbst auszuschließen, wurden 
diese ohne den Einbau von einer Fettsäure als weitere Kontrolle in den Versuchsaufbau 
eingebunden. DHA gehört zu den Omega-3 Fettsäuren und stellt eine essentielle, 
hochgradig ungesättigte Fettsäure (C22:6) dar. Es ist bekannt, dass mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren essentiell für die Regulation der Fluidität von Membranen sind (Treen et al., 1992; 
Yang et al., 2010). Hierbei ist DHA eine der wichtigsten Fettsäuren und stellt einen integralen 
Bestandteil von Phospholipiden in den Membranen neuronaler Zellen im Gehirn (Yehuda et 
al., 1999) und speziell den Zellen der Netzhaut dar. Es ist ebenso bekannt, dass DHA in 
verschiedenen Prozessen wie Membran-Protein Interaktionen (Litman and Mitchell, 1996), 
Genexpression (Kitajka et al., 2002), Neurogenese (Beltz et al., 2007; Kawakita et al., 2006; 
Robson et al., 2010; Sakamoto et al., 2007; Wurtman et al., 2009) und Lernen (Fedorova et 
al., 2007; Hossain et al., 2009; Jiang et al., 2009) eine wichtige Rolle spielt. 
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ABBILDUNG 5-8: Strukturformeln von (A) Docosansäure (DA) und (B) Docosahexaensäure (DHA). 
 
In folgenden Experimenten wird untersucht, ob DHA und sein möglicher Einfluss auf die 
Metabolisierung von APP in zellulären Schädigungsmodellen eine protektive Funktion 
ausüben kann. Das hier implementierte Stress-Modell wird durch Behandlung mit einem 
Inhibitor der sarko- und endoplasmatischen Ca2+-ATPasen (SERCA), Thapsigargin, 
verwirklicht (Sagara and Inesi, 1991; Thastrup et al., 1989). Hierbei handelt es sich um ein 
Sesquiterpen-Lakton aus der Pflanze Thapsia garganica. Dieser Inhibitor induziert eine 
Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum (Takemura et al., 1989) 
und in hohen Dosen auch einen Flux aus den Mitochondrien (Vercesi et al., 1993). Die 
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) bewirkt eine Inhibition der Ca2+-
abhängigen Chaperone im ER und führt dadurch zur Akkumulation falsch gefalteter Proteine. 
Dieser beschriebene Mechanismus wird allgemein unter ER-Stress zusammengefasst, 
welcher eine sogenannte unfolded protein response (UPR; zelluläre Antwort auf ungefaltete 
Proteine) nach sich zieht. Des Weiteren forciert die massive Erhöhung der intrazellulären 
Kalziumkonzentration, unabhängig von ER-Stress, die Aktivierung anderer Signalwege, die 
zusätzlich apoptotische Mechanismen begünstigen. 
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5.2.1 ETABLIERUNG DER DOSIS-W IRKUNGSBEZIEHUNG DER THAPSIGARGIN- UND 
STAUROSPORIN-INDUZIERTEN APOPTOSE IN HEK-APP ZELLEN 
 
Für die Etablierung des Thapsigargin-Schädigungsmodells wurden HEK-APP Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen an Thapsigargin behandelt. Dafür wurden zunächst Dosis-
Wirkungskurven für die verwendeten Stimuli erstellt. Um die dosisabhängige Toxizität für 
Thapsigargin und Staurosporin im HEK-APP Zellmodell zu ermitteln, wurden zuerst Zellen 
mit unterschiedlichen Dosen an Thapsigargin behandelt, um anschließend eine Färbung mit 
Hoechst und Propidiumiodid (PI) anzufertigen. Diese Methode ermöglicht eine quantitative 
Aussage über apoptotischen bzw. nekrotischen Zelltod (vgl. 5.1.2). Des Weiteren wurden im 
Caspase-Assay verschiedene Behandlungsintervalle untersucht, um den linearen Bereich 
bezüglich der Caspase-Aktivierung im Verlauf der Apoptose zu ermitteln. Hierfür wurde 
Staurosporin als Positivkontrolle implementiert. Staurosporin findet hier Anwendung, da es 
ein potenter Kinaseinhibitor darstellt, der als klassischer Apoptose-Stimulus wirkt. 
Die Quantifizierung der PI-Aufnahme stellt ein Korrelat zu nekrotischem Zelltod dar und zeigt 
innerhalb eines konstanten Behandlungszeitraumes von 16 h ab einer Konzentration von 
3 µM Thapsigargin einen signifikanten Anstieg gegenüber der DMSO-Kontrolle (Abbildung 
5-9 A). Variiert man die Behandlungszeiträume bei konstanter Konzentration an 
Thapsigargin (1 µM) erhält man nach 24 h einen signifikanten Anstieg der Caspase-Aktivität 
(Abbildung 5-9 B). Zusammengenommen erzielt man einen optimalen Behandlungseffekt 
nach 24 h mit einer Konzentration von 1 µM für Thapsigargin im HEK-APP Zellmodell. Diese 
optimale Behandlungsdauer und Dosis wurde für die folgenden Experimente mit HEK-APP 
Zellen verwendet. Die Dosis-Wirkungskurve für Staurosporin zeigte bereits nach 8 h mit 
einer Konzentration von 1 µM einen signifikanten Anstieg der Caspase-Aktivierung 
(Abbildung 5-9 D). Da Staurosporin ebenfalls in DMSO gelöst ist, wurde auch hier eine 
volumenäquivalente Dosis an DMSO als Kontrollbehandlung mitgeführt. Die Verwendung 
von Staurosporin war für jedes Experiment, in dem Caspase-Aktivierung quantifiziert werden 
sollte, obligat und wurde mit der hier ermittelten Konzentration und Behandlungsdauer für 
HEK-APP Zellen eingesetzt. 
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ABBILDUNG 5-9: Etablierung der Dosis und der Behandlungsdauer für Thapsigargin und Staurosporin. 
(A) HEK-APP Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen Thapsigargin behandelt. Da Thapsigargin in 
DMSO gelöst ist, wurde eine der höchsten Konzentration an Thapsigargin (5 µM) volumenäquivalente DMSO 
Kontrollbehandlung mitgeführt (DMSO). Nach Ende der 16 h-Behandlung wurden die Zellen mit PI und Hoechst 
gefärbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an PI-positiven Zellen gegenüber den Hoechst-positiven Zellen, um 
Zelltod zu quantifizieren. Die gezeigten Daten stellen Mittelwerte ±SEM aus je 100 Zellen von 4 unterschiedlichen 
Kulturen dar. (B) Strukturformel von Thapsigargin. (C + D) Zur Analyse der Caspase-abhängigen Apoptose 
wurden HEK-APP Zellen über unterschiedliche Zeiträume mit einer konstanten Konzentration an Thapsigargin 
bzw. Staurosporin behandelt. Nach Ablauf der Behandlung wurden Zelllysate hergestellt, um die DEVD-Spaltung, 
welche ein Korrelat der Caspase-Aktivierung darstellt, zu vermessen. Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 
unabhängigen Kulturen (p * < 0,05 wurde als signifikant eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten).  
 
5.2.2 DIE LANGZEITBEHANDLUNG VON HEK-APP ZELLEN MIT DHA ERHÖHT DIE 
MEMBRANFLUIDITÄT UND DIE SEKRETION VON SAPP 
 
Vor der Implementierung des Schädigungsmodells wurde in einem experimentellen Ansatz 
überprüft, ob die Verpackung von Fettsäuren in Transferliposomen eine effektive Möglichkeit 
darstellt, um die Aufnahme der Fettsäuren und deren Inkorporation in Zellmembranen zu 
begünstigen. Des Weiteren sollte eine Analyse der Überstände von APP-
überexprimierenden HEK Zellen Aufschluss darüber geben, ob eine Modulierbarkeit des 
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APP-Metabolismus in Abhängigkeit von DHA gegeben ist. Zur Überprüfung der Aufnahme 
von DHA wurde der anteilige DHA-Gehalt an der Lipid-Gesamtmasse bestimmt. Für diesen 
Zweck wurden HEK-APP Zellen für 5 Tage mit 20 µM an DHA, DA oder leeren Liposomen 
behandelt. Anschließend erfolgte die Analyse des DHA-Gehaltes mittels 
Gaschromatographie gekoppelt mit einem Flammenionisationsdetektor. Für diese Analyse 
wurden zuerst die Lipide aus den Gesamtzelllysaten mit einer Methanol/Chloroform Fällung 
extrahiert. Anschließend wurden die Lipide verestert, um sie für die Gaschromatographie 
zugänglich zu machen. Der daran gekoppelte Flammenionisationsdetektor ermöglicht die 
quantitative Detektion von DHA. Den Einfluss der Inkorporation von DHA in die 
Zellmembranen auf die Membranfluidität wurde indirekt über die Bestimmung der Anisotropie 
ermittelt. Hierbei macht man sich die Eigenschaft von Membranen zu Nütze, dass alle intra-
membranösen Bestandteile eine relativ freie Beweglichkeit besitzen. Bei der sogenannten 
Fluoreszenz Polarisationsspektroskopie werden membrangebundene Fluoreszenzsonden 
(TMA-DPH) verwendet. Ist die Sonde in einer starren Umgebung eingebettet, so wird die 
Emissionsstrahlung in der gleichen Richtung polarisiert. Erlaubt das Umfeld gewisse 
Bewegungs-Freiheitsgrade, so wird die Emissionsstrahlung depolarisiert. Die Polarisation, 
die gleichgesetzt mit der Anisotropie ist, stellt also eine Möglichkeit dar, Membranfluidität 
messbar zu machen. Das bedeutet für eine Zellmembran, dass der Anstieg der Messgröße 
Anisotropie eine verringerte Membranfluidität kennzeichnet. 
 
    
ABBILDUNG 5-10: Aufnahme von DHA und deren Einfluss auf die Membranfluidität. HEK-APP Zellen sind 
für 5 Tage mit 20 µM DHA, DA oder leeren Liposomen (LS) behandelt worden. Als Kontrolle (Kon) wurden 
unbehandelte Kulturen mitgeführt. (A) Der DHA-Gehalt wurde mittels Gaschromatographie gekoppelt mit einem 
Flammenionisationsdetektor ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM von 4 unabhängigen Experimenten 
(* p < 0,001 wurde als signifikant eingestuft). (B) Veränderungen der Membranfluidität, die invers mit der 
Anisotropie korreliert, wurden mittels Fluoreszenzpolarisation ermittelt. Dabei wurde der Farbstoff TMA-DPH 
verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM von n = 4 unabhängigen Experimenten (* p < 0,001 wurde als 
signifikant eingestuft). (angefertigt in der Arbeitsgruppe von Dr. Gunter Eckert, Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe-Universität Frankfurt) 
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Die Behandlung der HEK-APP Zellen mit leeren Liposomen bzw. mit Liposomen, die 
Docosansäure beinhalteten, zeigten bei der Ermittlung des zellulären DHA-Gehaltes 
keinerlei Unterschied zu den Kulturen, die unbehandelt blieben (Abbildung 5-10 A). Dagegen 
zeigten HEK-APP Zellen, die mit DHA-Liposomen behandelt wurden, einen signifikant 
erhöhten Gehalt an DHA (+420%) als die unbehandelte Kontrolle. Die Messung der 
Anisotropie zeigt einzig in mit DHA-Liposomen behandelten Zellkulturen eine signifikante 
Verringerung. Die Behandlung mit den Kontroll-Liposomen zeigte keinen Einfluss auf den 
beobachteten Parameter. Da sich die Membranfluidität reziprok zur Anisotropie der Membran 
verhält, kann eine erhöhte Fluidität in Abhängigkeit von DHA festgestellt werden (Abbildung 
5-10 B). Im nächsten experimentellen Ansatz soll überprüft werden, ob eine 
Langzeitbehandlung mit DHA regulativ auf die Prozessierung von APP einwirken kann. 
Hierfür wurden HEK-APP Zellen für 9 Tage mit DHA inkubiert, wobei an jedem zweiten 
Behandlungstag ein Mediumwechsel erfolgte. Das frische Medium wurde mit 20 µM DHA 
supplementiert. Als Kontrolle wurden unbehandelte Kulturen mitgeführt. Um den 
Metabolismus von APP zu analysieren, wurden zwei verschiedene Parameter betrachtet. Für 
den anti-amyloidogenen Prozessierungsweg wurde sAPP in den Überständen der 
Zellkulturen und für den amyloidogenen Prozessierungsweg das C-terminale Fragment C99 
in den Gesamtzelllysaten nachgewiesen.  
 
              
ABBILDUNG 5-11: Nachweis von sAPP und CTF99 nach Langzeitinkubation mit Liposomen. HEK-APP 
Zellen wurden für 9 Tage mit Liposomen behandelt. (A) Nach Ende der Behandlung wurden Gesamtzelllysate auf 
die Expression von CTF99 im Western Blot hin untersucht. Als Kontrollen wurden unbehandelte Kulturen (Kon), 
mit leeren Liposomen behandelte Zellen (LS) und mit DA-Liposomen behandelte Zellen (DA) mitgeführt. GAPDH 
diente als Ladekontrolle. (B) Am 1. Tag der Behandlung (d1) und am 9. Tag der Behandlung (d9) wurden 
Überstände der behandelten Zellen gesammelt und anschließend für einen Western Blot vorbereitet. Aufgetragen 
wurden Überstände von Kontrollbehandlung und DHA-Behandlung für beide Zeitpunkte und auf ihre Menge an 
sAPP untersucht. Benutzt wurde ein 6E10 Antikörper, der einen spezifischen Nachweis für sAPP erbringt. 
(d = Behandlungstag) (angefertigt in der Arbeitsgruppe von Dr. Gunter Eckert, Pharmakologisches Institut für 
Naturwissenschaftler, Goethe-Universität Frankfurt) 
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Die Analyse des C-terminalen Fragmentes C99, welches aus Spaltung von APP durch -
Sekretase entsteht, ergab einen einheitlichen Expressionslevel im Western Blot für alle 
Kontrollbehandlungen. Dagegen resultierte die Behandlung mit DHA in einem deutlich 
niedrigeren C99-Gehalt in den Gesamtzelllysaten. Dies korreliert mit einer verringerten 
Aktivierung des amyloidogenen Prozessierungsweges von APP in Anwesenheit von DHA. 
Die Analyse der Überstände zeigte in der Kontrollbehandlung einen leicht höheren Gehalt an 
sAPP nach der 9tägigen Behandlung. Die DHA-Behandlung dagegen induzierte eine 
deutlich höhere sAPP-Sekretion in den Überstand, was mit einer erhöhten -Sekretase 
Spaltung von APP in Zusammenhang gebracht werden kann. 
  
Ergebnisse 72 
 
5.2.3  DIE LANGZEITBEHANDLUNG VON HEK-APP ZELLEN MIT DHA SCHÜTZT VOR DEM 
DURCH THAPSIGARGIN INDUZIERTEN ZELLTOD 
 
Da die Störung der Ca2+-Homöostase eine entscheidende Rolle in der Alzheimer Demenz 
spielt, stellte sich die Frage, ob eine Behandlung mit DHA vor einem toxischem Ca2+-
Einstrom schützen kann. Dafür wurden HEK-APP Zellen einer Langzeitbehandlung mit 
Liposomen unterzogen. Die Applikation der in Liposomen verpackten Fettsäuren erfolgte in 
einer Konzentration von 20 µM. Nach 5 bzw. 9 Tagen der Behandlung erfolgte die Induktion 
der Ca2+-Freisetzung durch Thapsigargin-Behandlung. Eine Bewertung der Protektion wird 
durch die Ermittlung der Caspase-Aktivität ermöglicht. 
 
 
ABBILDUNG 5-12: DHA vermittelte Protektion vor Thapsigargin-induzierter Apoptose.(A) HEK-APP Zellen 
wurden für 5 Tage (d5) mit leeren Liposomen (LS) bzw. DHA-Liposomen behandelt. Unbehandelte Kulturen 
(Medium) wurden als Kontrolle mitgeführt. Anschließend erfolgte die Behandlung für 24 h mit Thapsigargin oder 
der Lösungsmittelkontrolle DMSO. Nach Ende der Behandlung erfolgte die Lysierung der Zellen und die 
quantitative Analyse der Caspase-Aktivität. (B) HEK-APP Zellen wurden für 9 Tage (d9) mit leeren Liposomen 
(LS), DA-Liposomen (DA) bzw. DHA-Liposomen (DHA) behandelt. Nach Abschluss der Vorbehandlung folgte die 
Behandlung mit Thapsigargin oder volumenäquivalent dazu mit DMSO. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 
unabhängigen Experimenten (* p < 0,05 wurde als signifikant zur jeweiligen DMSO-Kontrolle eingestuft, 
# p < 0,05 wurde als signifikant innerhalb der Thapsigargin-behandelten Gruppen eingestuft; A.E. = arbiträre 
Einheiten) 
In beiden beobachteten Zeitpunkten resultierte die Kontrollbehandlung mit DMSO in einer 
geringen basalen Caspase-Aktivität. Es konnten nur marginale Unterschiede zwischen den 
einzelnen Vorbehandlung festgestellt werden. Die Thapsigargin-Behandlung induzierte an 
Tag 5 und an Tag 9 einen signifikanten Anstieg der Caspase-Aktivität, was als Korrelat einer 
erhöhten Apoptose-Rate dient. Diese kann in Anwesenheit von DHA minimiert werden. An 
Tag 5 der Behandlung stellt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der DHA-
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Behandlung und der Kontrollbehandlung ein (Abbildung 5-12 A). Dieser protektive Effekt tritt 
nach 9 Tagen Behandlungszeit verstärkt hervor und ist zwischen beiden 
Kontrollbehandlungen und der DHA-Behandlung unter Thapsigargin-Stress klar erkennbar 
(Abbildung 5-12 B). Ein signifikanter Unterschied zur jeweiligen DMSO-Kontrolle bleibt 
allerdings bestehen. 
 
5.2.4 SAPP IST ESSENTIELL FÜR DEN ZYTOPROTEKTIVEN EFFEKT VON DHA 
 
Auf der Beobachtung basierend, dass eine erhöhte Sekretion von sAPP und eine erhöhte 
Protektion mit der DHA-Behandlung assoziiert sind, stellte sich die Frage, ob diese 
protektiven Effekte auf sAPP zurückzuführen sind. Dafür wurden untransfizierte HEK293 
Zellen und APP-überexprimierende HEK-APP Zellen für 5 Tage mit leeren Liposomen (LS) 
oder mit DHA-Liposomen (DHA) zur Herstellung von konditioniertem Medium behandelt. 
HEK293 Zellen wurden mit diesen konditionierten Medien für 24 h vorbehandelt, um 
anschließend mit Thapsigargin gestresst zu werden. 
 
 
ABBILDUNG 5-13: Die Protektion von DHA wird durch sAPP vermittelt. HEK-APP und HEK293 Zellen 
wurden für 5 Tage mit leeren Kontroll-Liposomen (LS) bzw. DHA-Liposomen (DHA) zur Herstellung von 
konditionierten Medien behandelt. Diese Überstände sind für eine 24stündige Präinkubation von untransfizierten 
HEK293 Zellen verwendet worden, die anschließend für 48 h mit Thapsigargin bzw. DMSO inkubiert wurden. 
HEK k.m. beizeichnet die Inkubation mit konditioniertem Medium von HEK293 Zellen die entweder mit LS oder 
DHA vorbehandelt wurden. HEK-APP k.m. bezeichnet die Inkubation mit konditioniertem Medium von HEK-APP 
Zellen, die entweder mit LS oder DHA vorbehandelt wurden. Die Caspase-Aktivität wurde durch DEVD-Spaltung 
ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unterschiedlichen Kulturen. (# p < 0,05 wurde als signifikant 
unterschiedlich eingestuft, A.E. = arbiträre Einheiten). 
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Die Behandlung der HEK293 Zellen mit konditionierten Überständen von HEK-APP Zellen 
minimierte tendenziell die basale Caspase-Aktivität unter Kontrollbedingungen (DMSO-
Kontrolle). Unter Stressbedingungen schützt die Vorbehandlung mit konditioniertem Medium 
von HEK-APP Zellen, die mit leeren Liposomen präinkubiert wurden, HEK293 Zellen 
signifikant vor Apoptose. Eine Präinkubation mit DHA-vorbehandelten HEK-APP 
Überständen potenziert diesen protektiven Effekt. Der Wirkungsgrad ist vergleichbar mit dem 
nach einer Langzeitbehandlung über 9 Tage mit 20 µM DHA (Abbildung 5-12 B). Überstände 
aus untransfizierten HEK293 Zellen zeigten unabhängig von der DHA-Behandlung keine 
schützende Wirkung. Die Ergebnisse legen nahe, dass sAPP aus den Überständen der 
APP-überexprimierenden HEK-APP Zellen für die Vermittlung des Schutzes vor dem Zelltod 
essentiell ist.  
 
5.2.5 ETABLIERUNG DES THAPSIGARGIN-INDUZIERTEN SCHÄDIGUNGSMODELLS IN 
NEURONALEN PC12 ZELLEN 
 
Zur Untersuchung möglicher Signalwege durch die die Protektion via sAPP im 
Thapsigargin-Schädigungsmodell vermittelt werden könnte, wurden PC12 Zellen als Modell 
gewählt. Es handelt sich hierbei um Phaeochromozytomzellen der Ratte (Greene and 
Tischler, 1976), die für die Untersuchung der Signalwege unter proteasomalem Stress 
verwendet wurden (vgl. 5.1.4 und 5.1.5). Hierfür wurde zuerst eine Kinetik für die 
Behandlung mit Thapsigargin erstellt. 
Die Behandlung der PC12 Zellen mit Thapsigargin resultiert in einem Anstieg der Caspase-
Aktivität ab einer Behandlungsdauer von 12 h. Die erstellte Kinetik zeigt einen Anstieg bis 
zum Zeitwert von 16 h (Abbildung 5-14). Dieser wurde für die folgenden Experimente als 
optimaler Zeitpunkt mit der höchsten Apoptose-Rate gewählt. Eine zusätzliche optische 
Kontrolle zeigte typische morphologische Merkmale der Apoptose. Der Abfall der Caspase-
Aktivität in der Kinetik deutet darauf hin, dass ein gewisser Teil der Zellpopulation den 
apoptotischen Zelltod nach 20stündiger Behandlung bereits durchlaufen hat und die Aktivität 
der Effektorcaspasen dadurch für die gesamte Population verringert erscheint.  
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ABBILDUNG 5-14: Kinetik der Thapsigargin-induzierten Caspase-abhängigen Apoptose in PC12 Zellen. 
PC12 Zellen wurden mit konstanter Dosis Thapsigargin über verschieden lange Zeiträume behandelt. DMSO 
wurde als Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. Die Analyse der Caspase-Aktivität erfolgte durch die Zugabe des 
fluorigenen DEVD-AMC-Substrates (10 µM). Dargestellt sind Mittelwert ±SEM aus n = 4 unabhängigen Kulturen. 
(* p < 0,05 wurde als signifikant zur DMSO-Kontrolle eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten)  
 
5.2.6 SEKRETIERTES APP SCHÜTZT PC12 ZELLEN VOR DER THAPSIGARGIN-
INDUZIERTEN APOPTOSE 
 
Für das vorangegangene Modell des proteasomalen Stresses im ersten Teil der Arbeit 
konnte bereits ein protektiver Effekt durch die Applikation von konditionierten Medien gezeigt 
werden (vgl. 5.1.2). Für die Störung der Kalziumhomöostase durch Behandlung mit 
Thapsigargin wurde ein analoger Ansatz in PC12 Zellen überprüft. 
Hierfür wurden PC12 Zellen mit konditioniertem Medium von HEK293 bzw. von HEK-APP 
Zellen für 24 h vorbehandelt. Mit Ende dieser Behandlung wurde Thapsigargin appliziert und 
für die vorher bestimmte optimale Dauer auf den Kulturen belassen. Eine anschließende 
Analyse der Aktivierung der Effektorcaspasen wurde mittels DEVD-Spaltung durchgeführt. 
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ABBILDUNG 5-15: sAPP schützt PC12 Zellen vor Apoptose induziert durch Ca
2+
-Freisetzung. PC12 Zellen 
sind für 24 h mit konditioniertem Medium aus HEK293 Zellen (Kon) oder HEK-APP Zellen (sAPP) präinkubiert 
worden. Anschließend erfolgte Applikation von Thapsigargin (1 µM) für 16 h. Als Lösungsmittelkontrolle wurden 
DMSO-behandelte Kulturen mitgeführt. Die Analyse der Caspase-Aktivität erfolgte durch die Zugabe des 
fluorigenen DEVD-AMC-Substrates (10 µM). Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unabhängigen 
Experimenten. (# p < 0,05 wurde als signifikant unterschiedlich eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten) 
 
Der Nachweis der Caspase-Aktivität mittels DEVD-Spaltung ergab für die Thapsigargin-
Behandlung, der mit Kontrollüberständen vorbehandelten Kulturen, einen signifikanten 
Anstieg. In Abhängigkeit der Vorbehandlung mit sAPP-haltigen Überständen konnte die 
Schädigung signifikant verringert werden. Die protektiven Effekte des konditionierten 
Mediums aus HEK-APP Zellen konnten somit für dieses Schädigungsmodell analog zum 
Modell des proteasomalen Stresses in PC12 Zellen evaluiert werden. 
 
5.2.7 DIE PROTEKTION VOR DER THAPSIGARGIN-INDUZIERTEN APOPTOSE WIRD DURCH 
DIE MODULATION DES PI3K/AKT-SIGNALWEGES UND DES JNK-SIGNALWEGES 
VERMITTELT 
 
Die bisher durchgeführten Experimente zeigten, dass sAPP in der Lage ist den 
antiapoptotischen PI3K/Akt Signalweg zu aktivieren und dadurch eine Protektion vor 
proteasomalem Stress zu vermitteln. Analog soll untersucht werden, ob auch einer sAPP-
vermittelten Protektion vor der durch Ca2+-Freisetzung-induzierten Apoptose, die Modulation 
des PI3K/Akt Signalweges zu Grunde liegt. 
Hierfür wurden PC12 Zellen mit konditionierten Überständen von HEK293 oder HEK-APP 
Zellen für 24 h vorbehandelt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit Thapsigargin (1 µM) 
für 16 h. Einige Kulturen wurden 2 h vor Applikation des Stress-Stimulus zusätzlich mit dem 
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zellpermeablen PI3K/Akt Inhibitor LY294002 behandelt. Nach Ende der Behandlung wurden 
zytosolische Proteinextrakte hergestellt und auf ihre Caspase-Aktivität hin untersucht. 
 
 
ABBILDUNG 5-16: Einfluss des PI3K/Akt Inhibitors LY294002 auf die sAPP-vermittelte Protektion nach 
Ca
2+
-Freisetzung durch Thapsigargin. PC12 Zellen wurden für 24 h mit Überständen von HEK293 Zellen (Kon) 
bzw. von HEK-APP Zellen (sAPP) vorbehandelt. 2 h vor Applikation des Stress-Stimulus Thapsigargin (1 µM) für 
16 h erfolgte die Behandlung mit LY294002 (10 µM). Als Lösungsmittelkontrolle zur Thapsigargin-Behandlung 
wurden Kulturen volumenäquivalent mit DMSO behandelt. Nach Behandlungsende wurden die Zellen lysiert und 
auf Caspase-Aktivität hin analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unabhängigen Kulturen. (# p < 0,05 
wurde als signifikant eingestuft, A.E. = arbiträre Einheiten) 
 
In den Zellkulturen, die mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt wurden, konnte keinerlei 
Aktivierung der Caspasen detektiert werden. Die Behandlung mit Thapsigargin resultierte in 
allen Gruppen in einer signifikant gesteigerten Caspase-Aktivität. Eine signifikante Reduktion 
der Caspase-Aktivität konnte in Abhängigkeit von sAPP in Abwesenheit des Inhibitors 
wiederholt nachgewiesen werden. Die Inhibition des anti-apoptotischen PI3K/Akt 
Signalweges in Kombination mit einer Thapsigargin-Behandlung resultierte in einer marginal 
erhöhten Apoptose-Rate im Vergleich zu den Kulturen, die nur mit Thapsigargin behandelt 
wurden. Die Protektion durch die Präinkubation mit sAPP-haltigen Überständen konnte in 
Anwesenheit von LY294002 größten Teils aufgehoben werden (Abbildung 5-16). Daraus 
lässt sich schließen, dass die Protektion durch sAPP vor Thapsigargin-induziertem Stress 
über die Modulation des anti-apoptotischen PI3K/Akt Signalweges partiell vermittelt wird. 
Eine Beteiligung des pro-apoptotischen JNK Signalweges in der Vermittlung der Protektion 
durch sAPP soll durch Analysen des Phosphorylierungsgrades von JNK untersucht werden. 
Zu diesem Zweck wurden Zellkulturen mit konditionierten Medien präinkubiert und 
anschließend für 4 h mit Thapsigargin behandelt.  
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ABBILDUNG 5-17: Überstände von HEK-APP Zellen reduzieren die JNK-Aktivierung nach Ca
2+
-
Freisetzung induziert durch Thapsigargin. PC12 Zellen wurden für 24 h mit konditionierten Überständen von 
HEK293 (- sAPP) bzw. von HEK-APP Zellen (+ sAPP) präinkubiert. Anschließend erfolgte die Behandlung mit 
1 µM Thapsigargin für 4 h. Als Lösungsmittelkontrolle wurden Kulturen volumenäquivalent mit DMSO behandelt. 
Nach Abschluss der Behandlung wurden Gesamtzelllysate hergestellt und auf Proteinebene auf die 
Phosphorylierung von JNK untersucht. Der verwendete Antikörper detektierte p54 und p46, wenn an den 
Positionen Thr183 und Tyr185 eine Phosphorylierung vorliegt. Gapdh diente als Ladekontrolle. 
 
Die Analyse des Phosphorylierungsgrades und somit der Aktivierung von JNK ergab eine 
deutliche Induktion nach der Behandlung mit Thapsigargin. Doch schon der basale 
Phosphorylierungsgrad der Stress-Kinase zeigte einen klaren Unterschied zwischen den 
Vorbehandlungen mit konditionierten Überständen. In Abhängigkeit von sAPP ist eine 
Repression der Aktivierung zu verzeichnen. Unter Stressbedingungen, ausgelöst durch Ca2+-
Freisetzung via Thapsigargin zeigt sich dieser protektive Effekt potenziert (Abbildung 5-17). 
Zusammengenommen offenbart sich die Modulation beider betrachteter Signalwege als 
Parameter in der sAPP vermittelten Protektion. Diese Ergebnisse korrelieren mit den 
Ergebnissen, die unter proteasomalem Stress erhoben wurden (vgl. 5.1.4 und 5.1.5). 
 
5.2.8 NEUROPROTEKTION DURCH REKOMBINANTES, AUFGEREINIGTES SAPP 
 
Die bisher gezeigten Ergebnisse weisen sAPP als protektives Spaltprodukt, das aus der 
Prozessierung von APP hervorgeht, aus. Es konnte gezeigt werden, dass ein durch sAPP-
vermittelter Schutz vor proteasomalem Stress und vor toxischer Ca2+Freisetzung vorlag. In 
den nachfolgenden Experimenten soll überprüft werden, ob die durch konditionierte 
Überstände vermittelte Protektion mit rekombinanten, aufgereinigtem sAPP aus 
verschiedenen Expressionssystemen zu reproduzieren ist. Zum einen wurden COS7 Zellen, 
welche stabil mit der extrazellulären Domäne von APP695 transfiziert waren, und zum 
anderen 6xHis-sAPP, welches aus Pichia pastoris GS115 aufgereinigt wurde, benutzt. Eine 
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Aufreinigung aus den COS7 Zellen ermöglichte die Fusion des Proteinkonstrukts an das Fc-
Fragment eines humanen Immunglobulin G. Das in den Überstand sezernierte Fc-sAPP 
konnte so mittels Protein-A-Sepharose gebunden und extrahiert werden. 
Das so extrahierte Fc-sAPP konnte in PBS aufgenommen für Studien zur Caspase-
Aktivierung unter Ca2+-Freisetzung bedingt durch Thapsigargin-Behandlung benutzt werden. 
Eine Behandlung mit Staurosporin als klassischer Apoptosestimulus wurde als weiterer 
Stimulus implementiert. 
 
 
ABBILDUNG 5-18: Fc-sAPP schützt dosisabhängig vor Ca
2+
-Freisetzung ausgelöst durch Thapsigargin 
und vor Staurosporin-induzierter Apoptose. PC12 Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen an Fc-
sAPP für 24 h präinkubiert und anschließend mit (A) Thapsigargin (1 µM) für 16 h oder mit (B) Staurosporin 
(1 µM) für 6 h behandelt. Analog wurden präinkubierte Kontrollkulturen mit DMSO behandelt. Die Analyse der 
Caspase-Aktivität erfolgte durch die Zugabe des fluorigenen DEVD-AMC-Substrates (10 µM). Gezeigt sind 
Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unabhängigen Experimenten. (# p < 0,05 wurde als signifikant unterschiedlich 
eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten) Das aufgereingigte Fc-sAPP wurde freundlicherweise von Frederik 
Baumkötter und Prof. Dr. Stefan Kins (Abt. Humanbiologie, TU Kaiserslautern) zur Verfügung gestellt. 
 
Für die Analyse der Caspase-Aktivität wurden PC12 Zellen mit steigender Konzentration an 
Fc-sAPP für 24 h präinkubiert um anschließend den Stress-Stimulus Tapsigargin oder 
Staurosporin zu applizieren. Für beide Stimuli konnte in Abhängigkeit von Fc-sAPP ein 
protektiver Effekt verzeichnet werden. Die durch Thapsigargin induzierte Apoptose konnte 
bereits bei einer Konzentration von 5 nM Fc-sAPP signifikant reduziert werden (Abbildung 
5-18 A). Ein dosisabhängiger Effekt zeichnete sich hier, ebenso wie nach Staurosporin-
Behandlung, deutlich ab. Auch die durch Staurosporin induzierte Caspase-Aktivität konnte 
durch eine Konzentration von 5 nM Fc-sAPP signifikant verringert werden (Abbildung 
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5-18 B). Zusammengenommen zeigt sich hier eine Bestätigung der protektiven Eigenschaft 
von sAPP. 
 
5.2.9 6XHIS-SAPP SCHÜTZT HIPPOCAMPALE NEURONEN VOR DER NMDA-
SCHÄDIGUNG 
 
Eine weitere Quelle für rekombinantes sAPP stellte das Expressionssystem Pichia pastoris 
dar. Dieses System ermöglicht durch die einfache Kultivierung von Hefen eine größere 
Produktionsmenge. Der uns zur Verfügung stehende Hefestamm wurde mit dem 
Spaltprodukt sAPP der Isoform APP695 stabil transformiert. 
Um das so gewonnene sAPP auf seine Funktionalität zu testen, sind dissoziierte 
hippocampale Neuronenkulturen aus Wistar Ratten präpariert worden. Die Primärzellkulturen 
wurden aus Jungtieren von P0-P1 gewonnen und nach 10 Tagen in vitro für die Experimente 
verwendet. Da die Atrophie des Hippocampus zu einem der gesicherten Diagnosemerkmale 
der Alzheimer Demenz zählt, stellt die hier verwendete Primärzellkultur eine gute Möglichkeit 
dar, an physiologisch relevantem Material Untersuchungen durchzuführen. 
Das hier verwendete Stress-Modell der NMDA-Schädigung soll als Hilfsmittel für die 
Untersuchung der protektiven Wirkung von sAPP verwendet werden. Ebenso wie eine 
Behandlung mit Thapsigargin zieht die Behandlung mit NMDA einen toxischen 
Kalziumeinstrom nach sich. Hierbei bindet NMDA als spezifischer Agonist von Glutamat an 
den ionotropen Glutamatrezeptoren, was einen Kalziumeinstrom induziert. Dabei steht eine 
Überaktivierung von NMDA-Rezeptoren und eine damit verbundene Störung der 
Kalziumhomöostase in neuronalen Zellen in engem Zusammenhang mit der 
Pathophysiologie von Morbus Alzheimer. 
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ABBILDUNG 5-19: sAPP schützt hippocampale Neurone vor einer NMDA-Schädigung. (A) Hippocampale 
Neurone wurden mit 25 nM sAPP (+) vorbehandelt. Nach Abschluss der 24stündigen Vorbehandlung wurden 
die Neurone mit 300 µM NMDA für 5 min behandelt. Als Kontrolle wurde eine SHAM-Behandlung mitgeführt. 8 h 
später wurden Gesamtzelllysate hergestellt und auf die Phosphorylierung von JNK im Western Blot untersucht. 
Gapdh wurde als Ladekontrolle benutzt. (B) Parallel wurden hippocampale Neurone 8 h und 16 h nach der 
NMDA-Schädigung fixiert und mit Trypanblau gefärbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Trypanblau-
positiven Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte ±SEM aus ca. 500 ausgezählten Zellen aus n = 4 unabhängigen 
Kulturen. (* p < 0,05 wurde als signifikant zur SHAM-Kontrolle eingestuft, # p < 0,05 wurde als signifikant 
unterschiedlich eingestuft) 
 
Die 10 Tage in vitro kultivierten hippocampalen Neuronenkulturen wurden mit 25 nM sAPP 
für 24 h präinkubiert und anschließend mit einer 300 µM NMDA-Lösung geschädigt. Als 
Kontrolle wurde eine SHAM-Lösung angesetzt, der einzig der Bestandteil NMDA fehlte. Die 
Behandlungslösungen wurden nach 5 min durch einen Mediumwechsel von den Zellkulturen 
entfernt. 8 h oder 16 h später erfolgte die Analyse der Aktivierung der Stresskinase JNK im 
Western Blot bzw. die Färbung der Zellen mit Trypanblau. Die Phosphorylierung von JNK, 
lag nach der sAPP Vorbehandlung deutlich reduziert vor (Abbildung 5-19 A). Daraus lässt 
sich eine partielle Inhibition des proapoptotischen JNK-Signalweges durch sAPP schließen. 
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Dieser Befund korreliert mit den vorangegangenen Analysen des JNK-Signalweges im 
PC12-Zellmodell (vgl.5.1.4, 5.2.7). 
Der Farbstoff Trypanblau ist nicht membranpermeabel und kann so nur selektiv in Zellen mit 
poröser Membran eindringen und dort eine zytosolische Anfärbung verursachen, die es 
möglich macht geschädigte Neurone von intakten zu diskriminieren. Die Quantifizierung der 
Trypanblau-Färbung zeigt einen deutlichen Schutz vor Zelltod induziert durch NMDA-
Schädigung nach 8 h und 16 h. Dieser protektive Effekt korreliert mit dem verringerten 
Phosphorylierungsgrad von JNK. In Übereinstimmung mit den vorangegangenen 
Ergebnissen, kann also eine sAPP-vermittelte Protektion in hippocampalen Neuronen 
bestätigt werden. 
 
5.2.10 DIE KURZZEITBEHANDLUNG VON PC12 ZELLEN MIT HOHEN DOSEN AN DHA 
ERHÖHT DIE ZELL-VIABILITÄT UND SCHÜTZT VOR DEM ZELLTOD  
 
Bisher konnte gezeigt werden, dass DHA in geringen Dosen über einen langen 
Behandlungszeitraum HEK-APP Zellen vor Zelltod, ausgelöst durch Thapsigargin oder 
Staurosporin, schützen kann. Für die Untersuchung der zu Grunde liegenden Mechanismen 
wurden PC12 Zellen hinzugezogen. Für dieses Zellmodell soll im weiteren Verlauf der Arbeit 
untersucht werden, ob eine Behandlung mit höheren Konzentrationen über einen kürzeren 
Zeitraum ebenfalls durch protektive Effekte gekennzeichnet ist. Die erste Analyse bezog sich 
auf die basale Zellviabilität, die schon für HEK-APP Zellen in Abhängigkeit von DHA als 
gesteigert (Daten nicht gezeigt) vorgefunden wurde. PC12 Zellen wurden in diesem Ansatz 
für 24 h mit verschiedenen Dosen (100 µM bis 250 µM) an DHA vorbehandelt. Anschließend 
erfolgte die Zugabe des MTT-Reagenz, welches von metabolisch aktiven Zellen zu 
Formazan umgesetzt werden kann. Die Vermessung der optischen Dichte des solubilisierten 
Formazan-Salzes kann als Korrelat für die Viabiltät der Zellen bewertet werden. Für eine 
höhere metabolische Aktivität wird eine höhere Viabilität der Zellen zu Grunde gelegt. 
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ABBILDUNG 5-20: Eine Kurzzeitbehandlung mit DHA erhöht die basale Viabilität von PC12 Zellen. PC12 
Zellen wurden für 24 h mit unterschiedlich hohen Dosen an Fettsäuren behandelt. Neben DHA-Liposomen (DHA) 
wurden als Kontrolle leere Liposomen (LS) und DA-Liposomen verwendet. Nach Ende der Behandlung erfolgte 
die Bestimmung der Viabilität durch den MTT-Assay. Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 8 unabhängigen 
Kulturen (# p < 0,05 wurde als signifikant eingestuft).  
 
Die Behandlung mit DHA resultierte in einer geringfügigen dosisabhängigen Steigung der 
Viabilität. Die Behandlung mit DA-Liposomen zeigte nur geringe Schwankungen in ihrer 
Auswirkung auf die Viabilität der behandelten Zellkulturen. Zwischen DHA und der komplett 
gesättigten Docosansäure besteht in allen verwendeten Konzentrationen ein signifikanter 
Unterschied (Abbildung 5-20). Es kann resümiert werden, dass die Behandlung mit DHA-
Liposomen zu einer signifikant gesteigerten Viabilität der PC12 Zellen führt. 
Im Folgenden soll untersucht werden, ob die hier gezeigten, viabilitätssteigernden Effekte in 
Protektionsstudien wieder zu finden sind. Zu diesem Zweck sind PC12 Zellen mit 
unterschiedlichen Dosen präinkubiert worden, um anschließend entweder mit Thapsigargin 
oder mit Staurosporin behandelt zu werden. Die Analyse der Caspase-Aktivität soll 
Aufschluss darüber geben, ob eine eventuelle Protektion in Abhängigkeit der DHA-
Behandlung vorliegt. 
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ABBILDUNG 5-21: Eine Kurzzeitbehandlung mit DHA schützt PC12 Zellen vor Apoptose. PC12 Zellen 
wurden für 24 h mit 50 µM oder 150 µM Leer-Liposomen (LS) oder DHA-Liposomen präinkubiert. Anschließend 
erfolgte die Behandlung mit (A) Thapsigargin (1 µM) für 16 h oder mit (B) Staurosporin (1 µM) für 6 h. Als 
Kontrolle wurden Kulturen mit DMSO behandelt. Die Analyse der Caspase-Aktivität erfolgte über die Zugabe des 
fluorigenen DEVD-AMC Substrates (10 µM). Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 unabhängigen 
Experimenten. (# p < 0,05 wurde als signifikant eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten) 
 
PC12 Zellen, die mit DHA vorbehandelt wurden, zeigten für beide Dosen einen signifikanten 
Schutz vor Zelltod, der durch Ca2+-Freisetzung ausgelöst wurde. Die Caspase-Aktivierung 
durch Behandlung mit Staurosporin konnte durch 150 µM DHA-Behandlung deutlich 
reduziert werden. In Zusammenhang mit der Bestimmung der Zellviabilität konnte für eine 
Kurzzeitbehandlung mit hohen Dosen an DHA ähnliche Ergebnisse erzielt werden wie für die 
Langzeitbehandlung mit niedrigen Dosen. 
 
5.2.11 KOMPLEXIERUNG VON DHA AN BSA - EINE ALTERNATIVE ZU TRANSFER-
LIPOSOMEN 
 
Die Komplexierung von DHA an BSA (bovines serum albumine) erfolgte über die Herstellung 
einer 5 mM Stocklösung von DHA in PBS, dem 0,1% fettfreies BSA zugesetzt wurde. Es soll 
getestet werden, ob die Komplexierung eine weitere Möglichkeit einer effektiven Aufnahme 
der Fettsäuren in die Zellen darstellt. Dafür sind Protektionsstudien unter Thapsigargin-
Stress und Staurosporin-Stress verwirklicht worden. Das gewählte PC12-Zellmodell zeigte in 
Kurzzeitbehandlung mit hohen Dosen an DHA eine Protektion vor Ca2+-Freisetzung induziert 
durch Thapsigargin. Des Weiteren konnte über die Verpackung von DHA in Liposomen ein 
Schutz vor Staurosporin-induzierter Apoptose verzeichnet werden (vgl. Abbildung 5-21). Eine 
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Überprüfung dieser Ergebnisse durch eine Vorbehandlung mit der BSA-DHA-Komplexierung 
wurde analog dazu bewerkstelligt. 
In der Analyse der Caspase-Aktivierung wurde parallel zur Präinkubation mit BSA-DHA ein 
Ansatz nur mit BSA mitgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die Komplexierung von DHA 
mit BSA erfolgreich Apoptose reduzieren kann. Dieser Befund konnte unter Thapsigargin-
Stress durchgängig für alle verwendeten DHA-Konzentrationen gezeigt werden (Abbildung 
5-22 A). Die durch Staurosporin induzierte Apoptose konnte erst durch die beiden hohen 
Dosen an DHA (150 µM, 250 µM) signifikant reduziert werden (Abbildung 5-22 B). 
 
 
ABBILDUNG 5-22: Die Komplexierung von DHA an BSA schützt PC12 Zellen vor Apoptose. PC12 Zellen 
wurden für 24 h mit DHA-BSA-Lösung (BSA + DHA) in ansteigender Konzentration inkubiert. Als Kontrolle wurde 
eine 0,1%ige BSA Lösung in PBS für die Präinkubation mitgeführt (BSA). Nach Abschluss der Präinkubation 
wurden die Stress-Stimuli (A) Thapsigargin (1 µM) für 16 h bzw. (B) Staurosporin (1 µM) für 6 h appliziert. Als 
Lösungsmittelkontrolle wurden DMSO-Kulturen mitgeführt. Die Analyse der Caspase-Aktivität erfolgte über die 
Zugabe des fluorigenen DEVD-AMC Substrates (10 µM). Dargestellt sind Mittelwerte ±SEM aus n = 4 
unabhängigen Experimenten. (# p < 0,05 wurde als signifikant eingestuft; A.E. = arbiträre Einheiten) 
 
Zusammengenommen kann festgestellt werden, dass die Komplexierung von DHA an BSA 
eine alternative Möglichkeit darstellt, die Aufnahme von Fettsäuren in vitro zu begünstigen. 
Die Ergebnisse korrelieren mit den Protektionsstudien, die mit Liposomen angefertigt 
wurden. 
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6 DISKUSSION 
 
Das Amyloid-Precursor-Protein unterliegt einer proteolytischen Spaltung, die sich in zwei 
Hauptprozessierungswege unterteilen lässt. Der sogenannte nicht-amyloidogene 
Prozessierungsweg ist charakterisiert durch die sequenzielle Spaltung von APP durch - und 
-Sekretase. Hierbei liefert der erste Schnitt durch die -Sekretase in der Ektodomäne des 
Transmembranproteins das Spaltprodukt sAPP. Die Schnittstelle der -Sekretase liegt 
innerhalb der A-Sequenz, was die Generierung des toxischen A-Peptides unterbindet. 
Dahingegen resultiert die amyloidogene APP-Prozessierung durch -Sekretase und -
Sekretase genau in diesem Fragment, welches als eines der Hauptkomponenten der 
Plaques im Alzheimer Gehirn identifiziert werden konnte (Hartley et al., 1999; LaFerla et al., 
2007). Beiden Prozessierungswegen ist im zweiten Schritt die Spaltung durch die -
Sekretase gemein. Während A als toxischer Bestandteil des APP, in der Amyloid -
Kaskade eine zentrale Rolle zugeschrieben wird, sind für sAPP neurotrophe und 
neuroprotektive Eigenschaften bekannt (Mattson, 1997; Zheng and Koo, 2011). 
In vitro Studien konnten belegen, dass sAPP neuroprotektiv gegen zellulären Stress wirkt. 
So konnte ein Schutz vor Zelltod durch Hypoglykämie in neuronalen Zellkulturen beobachtet 
werden (Mattson et al., 1993b). Des Weiteren konnte ein Schutz vor toxischen Ca2+-Spiegeln 
in hippocampalen Neuronen belegt werden (Barger and Mattson, 1996). Furukawa und 
Kollegen konnten Hinweise für eine Protektion vor Glutamat- bzw. A-induzierter Toxizität 
geben (Furukawa et al., 1996b). Dies konnte in vivo für A-induzierte Toxizität ebenfalls im 
Mausmodell nachgewiesen werden (Stein et al., 2004). Darüber hinaus ergaben in vitro 
Studien, dass Zellen, die APP überexprimieren, potent vor genotoxischem Stress und ER-
Stress geschützt sind (Kögel et al., 2005; Kögel et al., 2003) Weitere in vivo Studien 
bestätigten die neuroprotektive Eigenschaft von sAPP. Dem zu Folge resultierte die 
Applikation von sAPP in einer Apoptose-Reduktion in neuronalen Zellen (Thornton et al., 
2006). 
Im Zuge dieser Arbeit sollten die neuroprotektiven Eigenschaften von APP, welche 
maßgebend durch sAPP vermittelt werden, in unterschiedlichen Schädigungsmodellen 
untersucht werden. Zu Grunde lag hierbei die Hypothese, dass der Verlust der 
physiologischen neuroprotektiven Funktion von APP/sAPP einen wesentlichen Faktor zur 
Alzheimer-Ätiologie darstellt. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob durch den Einbau 
von Omega-3 Fettsäuren in die Zellmembran eine Erhöhung der nicht-amyloidogenen 
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Prozessierung von APP mit einer daraus resultierenden erhöhten Bildung von sAPP erzielt 
werden kann und ob dies in einem Schutz vor Stress-induziertem Zelltod resultiert. 
 
6.1 SAPP WIRKT NEURONALEM ZELLTOD INDUZIERT DURCH 
PROTEASOMALEN STRESS ENTGEGEN 
 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die neuroprotektiven Eigenschaften von 
sAPP unter Epoxomicin-induziertem proteasomalem Stress untersucht. Hierbei wurden als 
Zellmodel neuronale PC12 Zellen verwendet. Zur Untersuchung der neuroprotektiven 
Eigenschaften von sAPP wurden konditionierte Überstände aus APP695 
überexprimierenden HEK Zellen und aufgereinigtes rekombinantes sAPP aus COS7 Zellen 
oder Pichia pastoris verwendet, um eine exogene Gabe von sAPP zu ermöglichen. 
 
6.1.1 SAPP-PRODUKTION IN HEK ZELLEN 
 
Um die sAPP-vermittelte Protektion unter proteasomalen Stressbedingungen zu 
untersuchen, wurden konditionierte Überstände von APP695 überexprimierenden HEK 
Zellen (HEK-APP) verwendet (Citron et al., 1992, Haass et al., 1992). Hierfür wurden diese 
Zellen zuerst auf ihre intrazelluläre APP-Expression hin analysiert. Darauf erfolgte eine 
Quantifizierung des in den Überstand sezernierten sAPP, um sicherzustellen das 
ausreichende Mengen sekretiert werden. Da die verwendeten Überstände außer sAPP 
auch Medium und andere von den Zellen sekretierte Faktoren enthalten, wurden 
untransfizierte HEK Zellen für die Produktion eines Kontrollüberstandes herangezogen. Zur 
Unterscheidung von sAPP-haltigen Überständen und aufgereinigtem, rekombinantem 
sAPP im Versuchsaufbau wurde die Verwendung von HEK-APP Überständen mit sAPP 
bezeichnet. 
Für die Behandlung der PC12 Zellen mit dem Kontrollüberstand von untransfizierten HEK 
Zellen konnte keinerlei protektiver Effekt festgestellt werden. Vergleichende Untersuchungen 
mit aufgereinigtem sAPP und konditionierten HEK-APP Überständen erzielten ähnliche 
protektive Effekte. Daraus schlussfolgernd, kann als zytoprotektiver Bestandteil der 
Überstände sAPP deklariert werden. In parallel durchgeführte Studien wurden 
organotypische Schnittkulturen mit den gleichen Präperationen an konditioniertem Medium, 
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ohne das eine Stress-Induktion durch Epoxomicin-Behandlung erfolgte, inkubiert (Copanaki 
et al., 2010). Durch diese Analysen konnte ein toxischer Effekt durch den Überstand 
ausgeschlossen werden. 
 
6.1.2 SAPP VERMITTELTE PROTEKTIVE FUNKTIONEN DES AMYLOID-PRECURSOR 
PROTEINS 
 
Mehrere Studien konnten belegen, dass sAPP neuroprotektive und neurotrophe 
Eigenschaften besitzt (Bell et al., 2008; Furukawa et al., 1996b; Kögel et al., 2005; Kögel et 
al., 2003; Luo et al., 2001a; Schubert and Behl, 1993). So ist z.B. bekannt, dass sAPP einer 
zytotoxischen Glutamat-induzierten Kalzium-Erhöhung entgegen wirken kann und Neurone 
dadurch vor dem Zelltod geschützt werden (Barger and Mattson, 1995). Ferner konnte für 
sAPP belegt werden, dass es A-induzierte Erhöhungen des Ca2+-Spiegel ausgleichen 
kann (Goodman and Mattson, 1994). Des Weiteren postulieren viele Studien eine 
neuroprotektive Eigenschaft unter Bedingungen von zellulärem Stress (Furukawa et al., 
1996b; Kögel et al., 2005; Kögel et al., 2003; Mattson, 1997; Small, 1994). Außerdem konnte 
eine verringerte neuronale Apoptose nach einer traumatischen Hirnschädigung durch 
Applikation von sAPP nachgewiesen werden (Thornton et al., 2006). Furukawa und 
Kollegen konnten in diesem Kontext Hinweise dafür liefern, dass sAPP um das 100fache 
potenter als das geringfügig kürzere APP-Fragment sAPP bezüglich der beobachteten 
Protektion ist (Furukawa et al., 1996b). Einen Hinweis auf die spezifische, neuroprotektive 
Domäne erbrachte die Behandlung mit Heparinase, die die protektiven Effekte durch sAPP 
aufheben konnte. Schlussfolgernd wurde für die Heparinbindestelle (AS607-612), die am C-
terminalen Bereich von sAPP lokalisiert ist und dementsprechend dem APP-Fragment 
sAPP fehlt, eine Beteiligung an der Vermittlung der Protektion vermutet (Furukawa et al., 
1996b). In diesen Kontext reiht sich eine erst vor kurzem von Corrigan und Kollegen 
durchgeführte Studie ein, in der Hinweise für eine Vermittlung der Protektion durch zwei 
funktionelle Domänen geliefert werden. Auch hier wird die Beteiligung der 
Heparinbindestellen vermutet. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Studien wurde hier 
nicht zwischen den beiden Ektodomänen sAPP und sAPP differenziert, da beide 
angesprochenen funktionellen Domänen sowohl in sAPP als auch in sAPP vorhanden 
sind (Corrigan et al., 2011). Eine dieser Domänen gehört zur E1-Region und bezeichnet die 
Peptidsequenz APP28-123, welche eine Wachstumsfaktor ähnliche Domäne (GFLD, growth 
factor like domain) beinhaltet (Abbildung 1-4). Das zweite verwendete protektiv-wirkende 
Peptid (APP316-498) stellt die E2-Domäne dar und beinhaltet ein Pentapeptid-Motiv 
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„RERMS“, welches in Fibroblasten eine Wachstums-regulierende Funktion von APP 
vermittelt (Ninomiya et al., 1993). Dennoch legten die überwiegende Mehrheit an Studien 
nahe, dass die neuroprotektive Eigenschaft von APP durch sAPP und nicht durch sAPP 
vermittelt wird (Furukawa et al., 1996b, Barger and Mattson, 1995, Goodman and Mattson, 
1994, Thornton et al., 2006, Wehner et al., 2004). Eine abschließende Beantwortung der 
Frage nach der spezifischen, protektiven Domäne kann momentan noch nicht gegeben 
werden. Unterstützend konnte im Kontext dieser Arbeit für sAPP keinerlei Schutz vor 
proteasomalem Stress dokumentiert werden, wobei für sAPP ein protektiver Effekt bestätigt 
werden konnte. 
Zur Etablierung der neuroprotektiven Wirkung von sAPP wurde zunächst im Kontext dieser 
Arbeit untersucht, ob sAPP einer Glutamat-induzierten toxischen Störung der 
Kalziumhomöostase entgegenwirken kann. Hierfür wurde das bekannte Modell der NMDA-
Schädigung herangezogen. NMDA bindet hierbei an ionotrope Glutamatrezeptoren, deren 
Öffnung in einem toxischen Kalziumeinstrom resultiert. In Übereinstimmung mit einer frühen 
Studie (Furukawa and Mattson, 1998) konnte durch eine Präinkubation mit rekombinanten 
aus Pichia pastoris aufgereinigtem sAPP eine Protektion etabliert werden. 
 
6.1.3 SAPP SCHÜTZT NEURONALE PC12 ZELLEN VOR STRESS DURCH MODULATION 
DES PRO-APOPTOTISCHEN JNK-SIGNALWEGES UND DES ANTI-APOPTOTISCHEN 
PI3K/AKT SIGNALWEGES  
 
Ein pro-apoptotischer Stimulus, der zur Pathologie der Alzheimer Krankheit beiträgt, ist 
proteasomaler Stress und sollte im ersten Teil der Arbeit durch den Einsatz eines 
Proteasom-Inhibitors untersucht werden (Keller et al., 2000; Song and Jung, 2004). Es ist 
bekannt, dass das Proteasom eine wichtige Rolle innerhalb der Proteinqualtitätskontrolle 
(PQC, protein quality control) einnimmt, und dass eine proteasomale Dysfunktion die 
Akkumulation von fehlgefalteten oder oxidierten Proteinen nach sich zieht. Im Kontext der 
Alzheimer Krankheit wird vermutet, dass oligomere A-Aggregate die Funktion des 
Proteasoms stören können und dadurch die Hyperphosphorylierung von Tau und die 
Generierung von intrazellulären neurofibrillären Bündeln initiiert werden (Mandelkow, 1999; 
Oddo et al., 2004; Oddo et al., 2008; Tseng et al., 2008). Die Verwendung des Proteasom-
Inhibitors Epoxomicin ermöglichte in der vorliegenden Arbeit die Modellierung eines 
pathophysiologischen Aspekts, der zur Alzheimer Krankheit beiträgt, und darüber hinaus die 
Untersuchung der protektiven Eigenschaften von sAPP in diesem Kontext. Für PC12 Zellen 
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und für organotypische hippocampale Schnittkulturen konnte eine Protektion durch sAPP 
vor proteasomalem Stress beobachtet werden. Der Befund konnte durch die Quantifizierung 
der Effektorcaspasen-Aktivität im Caspase-Assay und durch lichtmikroskopische Analysen 
der Kernfragmentierung in PC12 Zellen validiert werden. Zusammenfassend kann für sAPP 
ein Schutz vor Apoptose, induziert durch proteasomalen Stress, deklariert werden. 
Die der Protektion zu Grunde liegenden Mechanismen sind derzeit noch unklar. In 
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte jedoch bereits ein Einfluss auf den pro-
apoptotischen JNK-Signalweg nachgewiesen werden (Kögel et al., 2005). Darüber hinaus ist 
eine direkte Korrelation zwischen einer erhöhten JNK-Expression und der Alzheimer 
Krankheit bekannt. Belege gaben immunhistochemische Analysen, die eine erhöhte JNK-
Expression in post mortem Gehirngewebe, mit neurofibrillären Bündeln oder Hirano-
Körperchen assoziiert (Zhu et al., 2001), vorgefunden haben. Im Vergleich dazu konnte in 
post mortem Gehirngewebsschnitten von gesunden Probanden nur eine geringe JNK-
Expression und eine diffus zytoplasmatische Verteilung nachgewiesen werden (Zhu et al., 
2001). Des Weiteren ist bekannt, dass die Aktivierung von JNK zur Phosphorylierung von 
Transkriptionsfaktoren führt, die den apoptotischen Prozess kontrollieren (Dhanasekaran and 
Reddy, 2008) und dadurch zu Zelltod in multiplen neurodegenerativen Erkrankungen führen 
(Bogoyevitch et al., 2004). Der JNK-Signalweg kann ebenso über A aktiviert werden 
(Morishima et al., 2001) und die Phosphorylierung von APP beeinflussen, was sich wiederum 
auf die Produktion von A auswirkt (Colombo et al., 2009; Colombo et al., 2007). Eine 
Assoziation der Aktivierung und Distribution von JNK scheint demnach mit der Pathologie 
der Alzheimer Krankheit gegeben zu sein. Eine weitere, erst kürzlich erschiene Studie stützt 
diese Annahme. Braithwaite und Kollegen konnten belegen, dass die Inhibition des JNK-
Signalweges in einem Alzheimer Modell zur Protektion vor A-induziertem Zelltod führt 
(Braithwaite et al., 2010). 
Diesem Ansatz folgend wurde die Aktivierung des JNK-Signalweges in beiden 
Schädigungsmodellen in Anwesenheit von sAPP analysiert. Das hier verwendete sAPP-
haltige konditionierte Medium bewirkte in der Kontrollbehandlung der PC12 Zellen mit DMSO 
bereits eine verringerte Aktivierung des Stress-Signalweges. Durch die Induktion von Stress 
ließ sich der Nachweis einer erhöhten Aktivierung erbringen. Diese konnte in Abhängigkeit 
von sAPP stark reduziert werden, was darauf schließen lässt, dass sAPP den JNK-
Signalweg partiell inhibieren kann. Die Implementierung eines weiteren Stress-Stimuli (UV-
Bestrahlung) und die sAPP-abhängige Reduktion der JNK-Aktivierung nach UV-
Bestrahlung lassen vermuten, dass sAPP, unabhängig vom JNK-induzierenden Stimulus, 
inhibierend auf diesen Signalweg einwirkt. Doch der Grad der Inhibition differiert je nach 
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Stimulus. Möglich wäre ein inhibitorischer Effekt von sAPP auf MLK3 (mixed-lineage kinase 
3), was wiederum in einer Inhibition der JNK-Signalkaskade resultieren könnte, da diese als 
vorgeschaltete Kinasen JNK aktivieren können (Kögel et al., 2005). 
Unterstützende Ergebnisse erzielten Versuche, in denen zusätzlich ein spezifischer JNK-
Inhibitor verwendet wurde. Die Applikation des Inhibitors BI78D3 bewirkte eine Reduktion der 
Caspase-Aktivität in PC12 Zellen, die mit Epoxomicin behandelt wurden. In PC12 Zellen, die 
mit Kontrollüberständen behandelt wurden, imitierte die zusätzliche Behandlung mit dem 
JNK-Inhibitor den protektiven sAPP-bedingten Effekt. In den Kulturen, die mit sAPP-
haltigen Überständen und dem JNK-Inhibitor behandelt wurden, konnte eine verringerte 
Protektion beobachtet werden. Zusammengenommen bestätigten diese Ergebnisse die 
Annahme einer protektiven Funktion von sAPP durch eine Inhibition des JNK-Signalweges. 
Diese Befunde bestätigen die Annahme, dass sAPP einen generellen anti-apoptotischen 
Effekt ausübt und im Stande ist diverse JNK-aktivierende Stress-Stimuli zu antagonisieren. 
Zusammengenommen unterstützen diese Daten die potentielle physiologische Funktion von 
sAPP bei der Vermittlung der Neuroprotektion. 
Ein neuroprotektiver Signalweg, der über viele neurotrophe Zytokine aktiviert werden kann, 
ist der PI3K/Akt Signalweg. Dieser Signalweg kann u.a. über die Phosphorylierung einer 
stromaufwärts gelegenen Kinase (MLK3) modulierend auf den Stress-responsiven JNK 
Signalweg einwirken (Barthwal et al., 2003). Eine mögliche Aktivierung des PI3K/Akt 
Signalweges durch sAPP könnte demnach ebenfalls eine Inhibition des JNK-Signalweges 
bewirken. Darüber hinaus bewirkt die Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges die 
Phosphorylierung von BAD, welches daraufhin sogenannte 14-3-3 Proteine bindet, was 
dadurch zur Freisetzung von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl-xl oder Bcl2 führt, welche 
Caspasen inhibieren können und somit Apoptose hemmend wirken. 
Zur Untersuchung des PI3K/Akt Signalweges wurde der spezifische Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase-Inhibitor LY296002 verwendet (Vlahos et al., 1994). Der Einsatz des Inhibitors konnte 
die sAPP-vermittelte Protektion vor Epoxomicin-induzierter Apoptose weitestgehend 
aufheben. Eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges in Abwesenheit von 
sAPPscheint darüber hinaus gegeben zu sein, da die Applikation des Inhibitors in einer 
erhöhten Caspase-Aktivierung nach proteasomalem Stress resultiert. Im zweiten 
Schädigungsmodell mit Thapsigargin zeigte die Verwendung des Inhibitors ähnliche 
Ergebnisse. Die Protektion durch sAPP-haltige konditionierte Überstände konnte durch 
zusätzliche Gabe des Inhibitors zum größten Teil aufgehoben werden. 
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Außerdem konnten Hinweise für eine mögliche Beteiligung des NF-kB Signalweges in der 
Vermittlung des neuroprotektiven Effekts durch sAPP gegeben werden. In einer Studie von 
Barger und Mattson wurde gezeigt, dass sAPP in der Lage ist die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-B zu induzieren. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
resultiert in der Translokation der Untereinheiten in den Nukleus, wo er die Genexpression 
von zytoprotektiven Genen wie z,B. MnSOD (Mangan Superoxid-Dismutase) reguliert. Für 
den NF-B Signalweg selbst gibt es Hinweise, dass er übergeordnet durch den PI3K/Akt 
Signalweg reguliert wird (Cheng et al., 2002) und dadurch vermutlich die neuroprotektive 
Wirkung von sAPP potenziert werden könnte. Des Weiteren konnte bei einer 
Überexpression von APP eine Inhibition des Zielgenes c-Jun gezeigt werden, die mit einer 
potenten Reduktion der JNK-Aktivität einherging (Kögel 2005). Darüber hinaus konnte belegt 
werden, dass die Inhibition von c-Jun ebenfalls zu einer erhöhten Expression von MnSOD 
führen kann (Holzberg et al., 2003). Dieser Sachverhalt lässt neben der potentiellen 
Involvierung des NF-B Signalweges vermuten, dass die APP-abhängige Aktivierung von 
MnSOD auch durch die Inhibition des JNK-Signalweges verursacht werden könnte. Ferner 
konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Phosphorylierung von ERK1/2 eine sAPP-
induzierte Protektion aufheben kann, was auf eine Beteiligung dieses weiteren Überlebens-
Signalweges in der Vermittlung des sAPP-abhängigen Schutzes vor Glutamat-induziertem 
Zelltod schließen lässt (Cheng et al., 2002). 
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ABBILDUNG 6-1: Mögliche Mechanismen der sAPP-vermittelten Protektion.    
    (Erklärung siehe Text) 
 
Durch Microarray-Analysen konnten eine Reihe in Abhängigkeit von sAPP/APP differentiell 
regulierte zytoprotektive Gene identifiziert werden, deren Funktion im Kontext der 
neuroprotektiven Eigenschaften von APP/sAPP diskutiert werden. Zu den identifizierten 
Genen gehören Transthyretin, IGF-2 (insulin-like growth factor-2), Peroxiredoxin-2, Katalase 
und MnSOD (Kögel et al., 2005; Stein et al., 2004). 
In den Microarray-Analysen von Stein und Kollegen konnte belegt werden, dass 
Transthyretin (TTR) und IGF-2 durch sAPP reguliert werden. Transthyretin ist in der Lage 
A in vitro (Schwarzman et al., 1994) und in vivo (Tsuzuki et al., 2000) zu binden und somit 
der Bildung von A-Aggregaten zu entziehen. Im Alzheimer-Mausmodell konnten nach 
Bindung von TTR mittels eines spezifischen Antikörpers erhöhte A-Level, Tau-
Phosphorylierung, Apoptose und der Verlust von Neuronen verzeichnet werden (Stein et al., 
2004). Dies lässt auf eine physiologische Funktion von TTR in der Bindung von A und der 
Verhinderung der Akkumulation von A schließen. sAPP könnte demnach durch die 
Induktion einer verstärkten TTR-Genexpression protektiv wirken.  
Diskussion 94 
 
Ebenso konnte für IGF-2 eine durch sAPP gesteigerte Expression dokumentiert werden. 
Für IGF-2 wird vermutet, dass es durch die Bindung an den IGF-1-Rezeptor möglicherweise 
den anti-apoptotische PI3K/Akt Signalweg aktiviert. Darüber hinaus zeigten die Analysen von 
Stein und Kollegen eine sAPP-abhängige Regulation von Peroxiredoxin-2, ein Protein 
welches als Peroxidase eine anti-oxidative Funktion erfüllt. In diesem Zusammenhang 
wurden in Abhängigkeit einer APP-Überexpression weitere anti-oxidative Gene wie MnSOD 
und Katalase als Zielgene von APP identifiziert (Kögel et al., 2005). Eine Möglichkeit über die 
sAPP MnSOD hochregulieren könnte, bietet der schon zuvor angesprochene NF-B 
Signalweg, für den bereits gezeigt werden konnte, dass sAPP über diesen seine 
neuroprotektive Eigenschaft entfalten könnte (Barger and Mattson, 1996). In diesem 
Zusammenhang sollte erwähnt werden, dass MnSOD zuvor schon als etabliertes Zielgen 
von NF-B identifiziert werden konnte (Xu et al., 1999). 
Für die Mechanismen der sAPP-abhängigen Neuroprotektion wird u.a. die Beteiligung 
möglicher Rezeptoren von sAPP diskutiert. Hierzu zählen der Insulin-Rezeptor, der IGF1-
Rezeptor und das membranständige Holo-APP. 
In diesem Zusammenhang konnten Jimenez und Kollegen Hinweise dafür geben, dass 
sAPP möglicherweise modulierend über den IGF1-Rezeptor und/oder Insulin-Rezeptor, 
den PI3K/Akt Signalweg aktiviert. Die dadurch verursachte Phosphorylierung von GSK3 
resultiert in einer Inaktivierung dieser Kinase, wodurch in letzter Konsequenz ein 
neuroprotektive Einfluss ausgeübt wird (Jimenez et al., 2011). Für oligomere A-Aggregate 
wird ein diametraler entgegengesetzter Effekt postuliert. Der hier beschriebene Rezeptor-
vermittelte Signalweg ist bekannt für Neurotrophine wie NGF (nerve growth factor) und 
BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) sowie IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) und 
Insulin, welche kritische Faktoren für neuronales Überleben und neuronale Plastizität, Lernen 
und Gedächtnisleistung darstellen (Ernfors and Bramham, 2003; Thoenen, 1995; Tropea et 
al., 2006). Hierbei begünstigen Neurotrophine neuronales Überleben größtenteils über die 
Aktivierung des anti-apoptotischen PI3K/Akt Signalweges (Bondy and Cheng, 2004). Defekte 
und Veränderungen der Expression in den IGF-Rezeptor- bzw. Insulin-Rezeptor-
Signalwegen konnten außerdem in Zusammenhang mit der Entwicklung der Alzheimer 
Krankheit gebracht werden (Schulte-Herbruggen et al., 2008). Dokumentiert sind 
Assoziationen mit den pathologischen Erscheinungen der Amyloid- Plaques und 
neurofibrillären Bündeln (Cole and Frautschy, 2007). 
Eine weitere mögliche Hypothese zur Vermittlung der sAPP-abhängigen Neuroprotektion 
besteht über eine potentielle Bindung von sAPP an APP, die höchstwahrscheinlich durch 
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die Heparinbindestellen vermittelt wird. Das hypothetische Modell von Gralle und Kollegen 
postuliert, dass dabei die prinzipiell pro-apoptotisch wirkenden APP-Homodimere aufgelöst 
werden und holo-APP als direkter potentieller Rezeptor kompetitiv von sAPP gebunden 
wird (Gralle et al., 2009). Die Initiation von Apoptose durch die Homodimiersierung von APP 
basiert u.a. auf Befunden von Rohn und Kollegen, die eine Aktivierung von APP mit 
nachfolgender Caspase-Aktivierung durch eine Präinkubation mit einem spezifischen APP-
Antikörper (22C11) induzieren konnten (Rohn et al., 2000). Analog zur APP-Dimerisierung 
wird durch die Bindung des Antikörpers an den Oberflächenrezeptor APP die Auslösung 
einer Signalkaskade forciert, die in neuronalem Zelltod resultiert. Ein möglicher 
Mechanismus, wie neuronaler Zelltod über die Antikörper-Bindung an holo-APP initiiert wird, 
zeigen Hashimoto und Kollegen. Die Autoren beschreiben, dass der Bindung des 
Antikörpers an holo-APP möglicherweise die Aktivierung eines G-Proteins (G0) folgt, deren 
Untereinheit G0 an APP bindet, während die G-Untereinheit JNK aktiviert, was letztendlich 
in neuronalem Zelltod kulminiert (Hashimoto et al., 2003). In Vorarbeiten aus dem eigenen 
Labor konnten Hinweise für eine Protektion durch die Inhibition des JNK-Signalweges 
gegeben werden. Da JIP-1 an APP bindet und JNK-inhibierend wirkt, liegt die Vermutung 
nahe, dass diese Interaktion mit APP den JNK-Signalweg regulieren könnte. Nicht publizierte 
Arbeiten aus dem eigenen Labor bestätigen zum Teil diese Hypothese. So ergaben 
Protektionsstudien an Neuroblastomzellen, die für APP defizient waren, erste Hinweise für 
eine Abhängigkeit zwischen der sAPP-vermittelten Protektion und der Expression von 
membranständigem holo-APP (nicht publizierte Daten, Diplomarbeit Andreas Zymny 2010). 
Die Rolle von holo-APP wird ebenfalls kontrovers diskutiert. In Ergänzung zu den möglichen 
pro-apoptotischen Effekten, spielt holo-APP möglicherweise selbst auch eine direkte Rolle 
für die Neuroprotektion. So scheint eine Aktivierung des anti-apoptotischen Signalweges 
über ERK1/2 möglich. Es wird angenommen, dass die Aktivierung von ERK1 und ERK2 über 
eine Interaktion zwischen APP/AICD und GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) 
realisiert wird (Nizzari et al. 2006). Hierbei wird vermutet, dass der Phosphorylierungsstatus 
von APP und die Prozessierung von APP ausschlaggebend für eine Interaktion zwischen 
GRB2 und APP sind. 
Eine weitere Möglichkeit der APP-abhängigen Regulation von Apoptose ergibt sich über die 
kompetetive Bindung von APP bzw. sAPP an Integrine (Young-Pearse et al., 2008), da für 
Integrine eine Funktion in der Zelladhäsion und Signaltransduktion bekannt ist. Beide 
Mechanismen stehen eng mit der Regulation der Apoptose in Verbindung. So werden in 
adhärierten Zellen massiv Überlebenssignale über Integrine vermittelt, welche die Zellen vor 
zytotoxischen und sonstigen Apoptose-induzierenden Stimuli schützen können. Dies erfolgt 
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über die Inhibition pro-apoptotischer Stimuli und die Aktivierung von anti-apoptotischen 
Proteinen (Grossmann, 2002). Die Bindung von APP/sAPP an Integrine stellt demnach 
einen weiteren denkbaren Weg dar, über den sich die protektive Eigenschaft entfalten kann. 
Zusammenfassend kann für die Vermittlung der neuroprotektiven Wirkung von sAPP nicht 
ein einziger Signalweg verantwortlich gemacht werden. Eher kann man nach dem 
derzeitigen Stand der Dinge von einem pleiotropen Effekt von sAPP auf verschiedene 
Überlebens-Signalwege und Stress-Signalwege, die in einem komplexen System zueinander 
stehen, ausgegangen werden (Abbildung 6-1). 
Im Gegenzug zu sAPP weist sAPP ein weiteres APP-Spaltprodukt, keine protektiven 
Eigenschaften auf (Furukawa et al., 1996b), obgleich es sich nur durch 17 Aminosäuren von 
sAPP unterscheidet. Die im Zuge dieser Arbeit erlangten Ergebnisse bestätigen die 
protektive Funktion von sAPP und unterstützen die Befunde, dass sAPP keine Protektion 
vermitteln kann. Darüber hinaus konnten Nikolaev und Kollegen Hinweise dafür geben, dass 
sAPP bzw. ein N-terminales Teilfragment von sAPP (N-APP), das durch eine weitere 
proteolytische Spaltung durch eine unbekannte Protease generiert wird, Caspase-abhängige 
Neurodegeneration vermittelt. Als potentielle Rezeptoren für N-APP werden DR6 (Death 
Receptor 6) oder p75NTR (p75 neurotrophine receptor) vermutet (Nikolaev et al., 2009).  
 
6.1.4 SAPP SCHÜTZT NEURONALE ZELLEN VOR PROTEASOMALEM STRESS 
 
Zur Validierung der bisher gezeigten Experimente in neuronalen PC12 Zellen wurden in 
Kooperation mit dem Institut für Klinische Neuroanatomie (Dr. Senkenbergische Anatomie, 
Goethe-Universität Frankfurt) als zusätzliches Modell organotypische hippocampale 
Schnittkulturen hinzugezogen (Copanaki et al., 2010). Dieses ex vivo Modellsystem 
ermöglichte Studien an maturen Neuronen in einer organotypischen Umgebung (Del Turco 
and Deller, 2007; Frotscher et al., 1995; Gahwiler et al., 1997, Muller et al., 2010; Stoppini et 
al., 1991). Ebenso wie in neuronalen PC12 Zellen konnte hier ein Schutz vor Caspase-
abhängiger Apoptose durch sAPP unter proteasomalem Stress nachgewiesen werden. 
Zusätzlich wurde der Effekt von Epoxomicin in An- oder Abwesenheit von sAPP auf 
Einzelzellebene untersucht. Die Behandlung mit Epoxomicin zeigte deutliche Zeichen der 
Degeneration von Neuronen, wie dendritisches „Blebbing“, dünner werdende Dendriten und 
der Verlust von Spines. Im Hinblick darauf gibt es Hinweise auf Caspase-abhängige 
Prozesse in Dendriten, die den frühen Verlust von Synapsen während der Progression der 
Alzheimer Krankheit begünstigen (Mattson et al., 1998a; Mattson et al., 1998b). Ein 
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langanhaltender neurotoxischer Stress könnte demnach in einer somatischen Caspase-
Aktivierung resultieren und letztendlich neuronalen Zelltod verursachen. Der Verlust von 
Spines ist bei Morbus Alzheimer gut dokumentiert und es wird vermutet, dass er durch A 
induzierte synaptotoxische Effekte induziert wird (Shankar et al., 2007; Walsh et al., 2002a; 
Walsh et al., 2002b). Dieser Verlust und der Verlust von Synapsen sind vielen 
neurodegenerativen Erkrankungen gemein und werden strikt mit funktionalen Defiziten der 
Krankheit assoziiert. Eine Vorbehandlung mit sAPP konnte die zytotoxischen Epoxomicin-
Effekte größtenteils aufheben. Darüber hinaus konnte sAPP zur Erhaltung der 
dendritischen Integrität unter Epoxomicin-induzierten Stressbedingungen beitragen. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sAPP nicht nur in diesem experimentellen Ansatz 
synaptotoxischen Effekten, sondern auch ähnlichen durch A-induzierten, entgegenwirken 
kann. Gleichermaßen könnte die Erhöhung des amyloidogenen APP-Prozessierungsweges 
oder der Verlust von sAPP auf ähnliche Weise zu dem Verlust von Spines bzw. Synapsen 
führen, was schließlich in der Beeinträchtigung oder dem Verlust der kognitiven Fähigkeiten 
bei Alzheimer Patienten resultiert. Ein möglicher antagonistisch wirkender 
pharmakologischer Ansatzpunkt, könnte dem zu Folge die Erhöhung der nicht-
amyloidogenen Prozessierung und die damit verbundene erhöhte Produktion des protektiven 
APP-Spaltproduktes sAPP sein. Eine Möglichkeit soll im nächsten Abschnitt näher erläutert 
werden. 
 
6.2 DHA ERHÖHT NEURONALES ZELLÜBERLEBEN DURCH STEIGERUNG DES 
NICHT-AMYLOIDOGENEN APP-PROZESSIERUNGSWEGES 
 
In den bisher gezeigten Untersuchungen konnte die Antagonisierung des JNK-Signalweges 
und die Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges durch sAPP belegt werden. Eine daraus 
resultierende Protektion vor einer Epoxomicin-induzierten Apoptose zeigten Untersuchungen 
der Effektorcaspase-Aktivität. Zusätzlich konnte für sAPP die Aufrechterhaltung der 
dendritischen Integrität unter proteasomalem Stress dokumentiert werden. 
Im folgenden Abschnitt soll die Möglichkeit der Erhöhung des nicht-amyloidogenen 
Prozessierungsweges über die Behandlung mit einer Omega-3 Fettsäure, der 
Docosahexaensäure (DHA), untersucht werden. Hierbei stellen die Veränderung der 
Membranzusammensetzung und die physikalisch-chemischen Eigenschaften von 
Membranen einen gemeinsamen Faktor des Alterungsprozesses und der Alzheimer 
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Krankheit dar (Dyall et al., 2007; Grange-Midroit et al., 2002; Uauy and Dangour, 2006). So 
konnte eine fortschreitende altersbedingte Abnahme der Membranfluidität, die in direktem 
Zusammenhang mit der Aktivität und Funktionalität von membranassoziierten Proteinen wie 
z.B. APP steht, belegt werden (Eckert et al., 2001b). Darüber hinaus konnte eine Abnahme 
der APP-Maturierung und -Prozessierung in Abhängigkeit des Alterungsprozesses belegt 
werden (Kern et al., 2006). In diesem Zusammenhang spielen ungesättigte Fettsäuren als 
regulativer Bestandteil von neuronalen Zellmembranen eine wichtige Rolle. Der Einbau von 
ungesättigten Fettsäuren ist für die Modulation der Membranfluidität essentiell. Für die 
Behandlung mit DHA sollte in diesem Zusammenhang geprüft werden, ob eine Steigerung 
der Membranfluidität mit einer erhöhten nicht-amyloidogenen Prozessierung einhergeht und 
ob eine daraus resultierende Protektion vor Stress-induziertem Zelltod besteht. 
 
6.2.1 DHA WIRD IN DIE ZELLMEMBRAN INKORPORIERT UND STEIGERT DIE 
MEMBRANFLUIDITÄT 
 
Mehrfach ungesättigte Fettsäuren sind essentiell für die Regulation der Membranfluidität, 
wobei DHA eine der häufigsten Fettsäuren in neuronalen Zellmembranen darstellt und damit 
ein wichtiger Modulator für deren Membranfluidität ist. Überdies wird angenommen, dass 
Änderungen in der Zusammensetzung und Architektur der Zellmembran Einfluss auf die 
Funktionalität besitzen. Dieser Annahme folgend, spielen mehrfach ungesättigte Fettsäuren 
eine wichtige Rolle im Alterungsprozess und der Neurodegeneration bei Morbus Alzheimer 
(Eckert et al., 2000; Eckert et al., 2010; Yang et al., 2010). Innerhalb des Alterungsprozesses 
nimmt der Anteil an mehrfach ungesättigten Fettsäuren in neuronalen Zellmembranen ab, 
was sich in einer verringerten Membranfluidität zeigt (Dyall et al., 2007; Uauy and Dangour, 
2006). Der zusätzliche Einbau von Omega-3 Fettsäuren als Alkylkette in die Phospholipide 
von neuronale Zellmembranen könnte demnach dem Alterungsprozess entgegen wirken und 
sich folglich günstig auf kognitive Funktionen auswirken (Barcelo-Coblijn et al., 2003a; 
Barcelo-Coblijn et al., 2003b; Langelier et al., 2010; Oster and Pillot, 2010). Ein direkter 
fluidisierender Effekt durch DHA konnte in Retinoblastoma-Zellen (Treen et al., 1992) und in 
synaptosomalen Plasma-Membranen (Hashimoto et al., 2006b), die aus mit A behandelten 
Ratten-Gehirnen isoliert wurden, gezeigt werden. Im Gegensatz dazu wird angenommen, 
dass eine Verringerung der Membranfluidität, beispielsweise durch erhöhte Cholesterin-
Einlagerungen in die Zellmembran, die Generierung von A erleichter wird (Burns and Duff, 
2003, Simons et al., 1998, Refolo et al., 2000). So scheint die Prozessierung durch die -
Sekretase vermindert zu sein. Die Ursache könnte in der Schnittstelle der -Sekretase zu 
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finden sein, da diese nicht nur von der APP-Primärsequenz bestimmt wird, sondern ebenfalls 
von der Sekundärstruktur (-Helix) und dem Abstand zur Membran abhängig zu sein scheint 
(Sisodia, 1992; Turner et al., 2003). Die veränderte Lipidzusammensetzung der Membran 
durch erhöhte Cholesterineinlagerung inhibiert den Kontakt zwischen -Sekretase und ihrem 
Substrat APP (Bodovitz and Klein, 1996). Diese Befunde zeigen deutlich die hohe Relevanz 
der Membranfluidität in Zusammenhang mit der Prozessierung von APP und ergeben 
dadurch einen pharmakologischen Ansatzpunkt. 
In diesem Kontext konnte durch eine Behandlung mit liposomaler DHA eine erhöhte 
Membranfluidität, durch Messung der Anisotropie, in APP überexprimierenden HEK Zellen 
festgestellt werden. Die Behandlung mit der vollständig gesättigten Docosansäure, die 
ebenfalls in Liposomen verpackt wurde, resultierte in einer leicht verringerten 
Membranfluidität. Dies entsprach der Erwartung, da für gesättigte Fettsäuren ein diametraler 
Einfluss auf die Membranfluidität bekannt ist, was in einer rigideren Membran resultiert. Die 
Verpackung der Fettsäuren in Liposomen stellte sich somit als adäquate Formulierung zur 
Aufnahme der Fettsäuren in die Zellen dar. 
 
6.2.2 DHA BEEINFLUSST DIE PROZESSIERUNG VON APP 
 
Für DHA konnten verschiedene Funktionen in der Vermittlung von Membran-Protein 
Interaktion (Litman and Mitchell, 1996), Modulation von Genexpression (Kitajka et al., 2002) 
und der Neurogenese (Beltz et al., 2007; Kawakita et al., 2006; Robson et al., 2010; 
Sakamoto et al., 2007; Wurtman et al., 2009) nachgewiesen werden. Des Weiteren gibt es 
Hinweise aus Alzheimer-Mausmodellen, dass speziell DHA den Abfall kognitiver Fähigkeiten 
verringern kann. Ferner konnte synaptische Degeneration und die Generierung von A 
Aggregaten vermindert werden (Calon et al., 2004; Green et al., 2007; Lim et al., 2005; 
Oksman et al., 2006; Su, 2010; Yurko-Mauro et al., 2010). Darüber hinaus konnten die 
altersbedingten Änderungen in der Membranfluidität mit Veränderungen des APP-
Metabolismus in Beziehung gebracht werden (Clement et al., 2010; Kojro et al., 2001; Peters 
et al., 2009). Eine erhöhte Membranfluidität begünstigt demnach die nicht-amyloidogene 
Spaltung von APP. In Übereinstimmung damit konnten in Abhängigkeit von DHA erhöhte 
sAPP-Level im Kulturüberstand von HEK-APP Zellen und verringerte Mengen an C99 
nachgewiesen werden. 
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6.2.3 DHA SCHÜTZT VOR THAPSIGARGIN-INDUZIERTER APOPTOSE 
 
In vorangegangenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass Verfütterungsstudien mit 
DHA den Gehalt an bestimmten Fettsäuren im Gehirn von Meerschweinchen erhöhen 
konnte. Der Nachweis von erhöhten Mengen an DHA korrelierte mit einem Schutz vor 
nitrosativem Stress, der in dissoziierten Neuronenkulturen induziert wurde (Eckert et al., 
2010). Verschiedene Studien belegen einen neuroprotektiven Effekt durch DHA. So konnte 
ein Schutz vor oxidativem Stress (Rotstein et al., 2003) und vor durch Glutamat-induzierten 
toxischen Ca2+-Spiegeln (Wang et al., 2003) nachgewiesen werden. 
Der in dieser Arbeit verwendet Stimulus Thapsigargin bewirkt ebenfalls eine Störung der 
Kalziumhomöostase. Als Inhibitor der sarko- und endplasmatischen Ca2+-ATPasen resultiert 
die Applikation in der Störung der empfindlichen Kalziumhomöostase, was eng in 
Zusammenhang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Morbus 
Parkinson gebracht werden konnte (LaFerla, 2002; Mattson, 2000; Paschen and 
Mengesdorf, 2005). Die toxische Ca2+-Freisetzung bewirkt unter anderem die Aktivierung von 
Caspasen und leitet damit Apoptose ein. Für sAPP konnten in diesem Kontext bereits 
neuroprotektive Eigenschaften nachgewiesen werden. So zeigten Studien von Goodman und 
Barger das sAPP in der Lage ist A- oder Glutamat-induzierten erhöhten Ca2+-Spiegeln 
entgegenwirken kann (Barger and Mattson, 1995; Goodman and Mattson, 1994). In 
Übereinstimmung mit diesen Studien konnte eine Protektion vor Thapsigargin-induzierter 
Apoptose durch die Präinkubation der PC12 Zellen mit sAPP-haltigem konditioniertem 
Medium nachgewiesen werden. 
Des Weiteren konnte ein Schutz vor Apoptose durch DHA gezeigt werden. Im gleichen 
experimentellen Ansatz war es möglich eine Protektion vor mitochondrialer Dysfunktion und 
ATP-Depletion zu zeigen (Eckert et al., 2011). Die hierbei verwendeten Dosen und 
Behandlungszeiträume zeigten, dass eine Langzeitbehandlung mit einer geringen 
Konzentration (20 µM) vergleichbare Effekte wie eine Kurzzeitbehandlung mit hohen 
Konzentrationen (50 µM – 250 µM) hervorrufen kann. In den APP-überexprimierenden HEK 
Zellen konnte die beobachtete Protektion durch DHA nach Thapsigargin-Behandlung auf 
eine Modulation des Prozessierungsweges von APP zurückgeführt werden. Hierfür sprachen 
die grundlegenden Analysen der Kulturüberstände nach der DHA-Behandlung, die eine 
erhöhte Menge an sAPP aufwiesen. Im Gegenzug dazu zeigte die Analyse der 
Gesamtzelllysate eine verringerte Menge des C-terminalen Fragmentes C99, einem 
Spaltprodukt, das über den amyloidogenen Prozessierungsweg entsteht. Darüber hinaus 
konnte diese These durch die Verwendung von Überständen von HEK-APP Zellen, die mit 
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DHA präinkubiert wurden, bestätigt werden. Deren Verwendung zeigte einen potenzierten 
protektiven Effekt gegenüber einer Behandlung mit HEK-APP Überständen, ohne dass diese 
mit DHA vorbehandelt wurden. Für neuronale PC12 Zellen konnte durch eine 
Kurzzeitbehandlung ein differentieller Effekt auf die Viabilität der Zellen in Abhängigkeit von 
DHA vermerkt werden. Außerdem initiierten die verwendeten hohen DHA-Konzentrationen 
(50 µM & 150 µM) einen potenten Schutz vor Thapsigargin-induzierter Apoptose.  
Einen möglichen Mechanismus, der die Neuroprotektion von sAPP durch DHA verstärkt, 
zeigten Lukiw und Kollegen. In dieser Studie konnte erstmals belegt werden, dass NPD1 
(Neuroprotectin D1), ein Derivat der DHA, Apoptose-reduzierend wirken kann und außerdem 
die nicht-amyloidogene APP-Prozessierung begünstigt (Lukiw et al., 2005). Die Behandlung 
der Zellkulturen mit DHA steigert demnach nicht nur die Membranfluidität und begünstigt 
dadurch die -Sekretase Spaltung von APP, sondern könnte durch die Generierung von 
NPD1 aus DHA direkt auf die Prozessierung von APP Einfluss nehmen (Abbildung 6-2). 
Außerdem ist für sAPP bekannt, dass es die Biosynthese von NPD1 aus DHA unterstützt 
(Lukiw et al., 2005). Zhao et al. konnten darüber hinaus belegen, das NPD1 im Gegenzug 
die Sekretion von sAPP durch Verringerung der BACE1-Aktivität und Steigerung der 
ADAM10-Aktivität, begünstigt. Als Vermittler dieser Prozesse wird der nukleäre Rezeptor 
PPAR vermutet. NPD1 könnte direkt oder indirekt über andere Mechanismen diesen 
Rezeptor aktivieren. Eine darüber vermittelte Repression des amyloidogenen 
Prozessierungswegs, durch Modulation der -Sekretase BACE1, scheint plausibel (Zhao et 
al., 2011). Diese positive Rückkopplung zwischen sAPP und DHA stellt einen möglichen 
Mechanismus dar, der den neuroprotektiven Effekt verstärkt (Abbildung 6-2). In diesem 
Zusammenhang könnte die verminderte altersabhängige Expression von APP und die 
dadurch entstehende verringerte sAPP-Produktion durch den zusätzlichen Einbau von DHA 
in die Zellmembran ausgeglichen werden. Ein partieller Verlust der physiologischen 
APP/sAPP Funktion könnte dem zu Folge möglicherweise durch DHA kompensiert werden. 
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ABBILDUNG 6-2: Einfluss von DHA auf die Prozessierung von APP.              
(Erklärung siehe Text) 
 
Neben der Verpackung der Fettsäuren in Liposomen wurde überprüft, ob andere 
Formulierungen ebenfalls geeignet sind, den Transfer der Fettsäuren zu den Zellen zu 
ermöglichen. Eine einfache Methode stellt hierbei die Komplexierung von DHA an BSA dar. 
So sollte überprüft werden ob eine Reproduktion des Schutzes vor Thapsigargin- und 
Staurosporin-induzierter Apoptose durch Vorbehandlung mit dem DHA-BSA Komplex 
gegeben ist. Unter gleichen Stressbedingungen stellte sich ein ähnlich protektiver Effekt ein. 
Zusammengenommen kann festgestellt werden, dass die Komplexierung von DHA an BSA 
eine alternative Möglichkeit für den Transfer der Fettsäuren zu den Zellen in vitro bietet. Für 
in vivo Applikationen stellen die Verpackung in Liposomen bzw. perspektivisch in 
Nanopartikel wahrscheinlich eine geeignetere Möglichkeit dar. Da bekannten Vorteile von 
Liposomen darin bestehen, dass diese Verpackungsform den Inhalt vor Degradation schützt 
und eine Möglichkeit bietet die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden (Hossain et al., 2005, 
Venkataram et al., 1994). 
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Bei der Entwicklung der Alzheimer Krankheit spielt das Amyloid-Precursor-Protein und seine 
proteolyische Spaltung eine zentrale Rolle. Die Prozessierung von APP resultiert im 
amyloidogenen Weg in der Bildung des neurotoxischen A-Peptids und im nicht-
amyloidogene Weg in der Produktion von sAPP, welches vermutet wird in seiner Funktion 
diametral zu A zu stehen. Demgemäß könnte neben der pathologischen Akkumulation von 
A im Gehirn ebenso der Verlust der physiologischen Funktion von sAPP zur 
Neurodegeneration und den kognitiven Defiziten bei Morbus Alzheimer führen. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die biologischen Eigenschaften des neuroprotektiven 
Spaltproduktes sAPP unter verschiedenen Alzheimer-relevanten Stressbedingungen 
untersucht. Im ersten Teil der Arbeit wurde die Störung des Ubiquitin-Proteasom-Systems, 
welche eng in Zusammenhang mit zytotoxischem neuronalen Stress bei Morbus Alzheimer 
gebracht wird, durch Applikation eines potenten Proteasom-Inhibitors initiiert. Für die 
Untersuchung der Eigenschaften von sAPP unter den gewählten Bedingungen wurden zum 
einen konditionierte Überstände von APP-überexprimierenden HEK-Zellen oder 
aufgereinigtes rekombinantes sAPP aus verschiedenen Expressionssystemen verwendet. 
Eine Präinkubation mit sAPP bewirkte einen Schutz vor Zelltod in PC12 Zellen, wie 
morphologische Untersuchungen der Fragmentierung der Zellkerne, der Aufnahme von 
Propidiumiodid und Analysen der Effektor-Caspase-Aktivität aufzeigten. Dieser potente 
Schutz in der PC12-Zelllininie konnte nur für sAPP und nicht für sAPP, ein APP-
Spaltprodukt das sich nur um 17 Aminosäuren unterscheidet, nachgewiesen werden. 
Das im zweiten Teil der Arbeit verwendete Schädigungsmodell der Störung der 
Kalziumhomöostase konnte durch die Inhibition der sarko- und endoplasmatischen Ca2+-
ATPasen oder durch Behandlung mit NMDA realisiert werden. Die Störung des 
empfindlichen Kalziumhaushaltes stellt ein gemeinsames Merkmal für die Alterserscheinung 
des Gehirns und der Pathophysiologie von Morbus Alzheimer dar. In der vorliegenden Arbeit 
gelang es Apoptose, die durch die Störung der Kalziumhomöostase ausgelöst wurde, durch 
sAPP potent zu verringern. Dieser protektive Effekt von sAPP für PC12 Zellen konnte für 
hippocampale Neurone validiert werden. Für beide Schädigungsmodelle konnte der anti-
apoptotische Effekt von sAPP mit der Inhibition des Stress-responsiven JNK/c-Jun 
Signalweges und der Stimulation des anti-apoptotischen PI3K/Akt Signalweges assoziiert 
werden. Ein möglicher pharmakologisch, präventiver Ansatzpunkt in der Alzheimer Krankheit 
stellt die Einflussnahme auf die proteolytische Spaltung von APP dar. So könnte sich eine 
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Stimulation der nicht-amyloidogenen Prozessierung, die in der Produktion des 
neuroprotektiven Bestandteils sAPP resultiert, A-induzierte neurotoxische Effekte 
ausgleichen. In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Docosahexaensäure, einer Omega-3 
Fettsäure, Einfluss auf die Membranfluidiät von APP überexprimierenden HEK Zellen 
genommen werden. Die erhöhte Membranfluidiät ließ sich mit einer gesteigerten Menge an 
sAPP und somit einer erhöhten nicht-amyloidogenen Prozessierung korrelieren. Hieraus 
resultierend konnte eine Behandlung mit DHA eine Protektion vor Apoptose, die durch die 
Störung der Kalziumhomööstase induziert wurde, erzielen. Es konnte nachgewiesen werden, 
dass der protektive DHA-abhängige Effekt auf sAPP zurückzuführen ist. 
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9 ANHANG 
 
9.1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
A  
A.E. Arbiträre Einheiten 
AD Alzheimer’s Disease 
ADAM9/10/17 A Disintegrin And Metalloprotease 9/10/17 
AICD APP intracellular C-terminal Domain 
Akt Protein kinase B (Akt1) 
AMC Aminomethylcoumarin 
AP-1 Activator protein 1 
APH-1 Anterior Pharynx Defective 1 
APLP1/2 APP Like Protein 1/2 
ApoE Apolipoprotein E 
APP Amyloid Precursor Protein 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
ATF2 Activating Transcription Factor 2 
ATP Adenosintriphosphat 
Aβ Amyloid  
B  
BACE1/2 β-site APP-Cleaving Enzyme1/2 
BAD Bcl-2-associated death promoter 
BCA Bicinchoninic Acid (Bicinchoninsäure) 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
BHT Butylhydroxytoluol 
BMGY Buffered Media containing Glycerol and Yeast nitrogen 
base (Buffered Glycerol complex Medium) BMMY Buffered Media containing Methanol and Yeast nitrogen 
base (Buffered Methanol complex Medium) BSA Bovines S um Albumin 
C  
C83 C-terminales Fragment 83 
C99 C-terminales Fragment 99 
CaCl2 Kalziumchlorid 
CAF Cytosine ß-D-Arabinofuranosidase 
CAPPD Central APP Domain 
CBF1 Protein C binding factor 1 
cDNA copy DNA 
cGMP cyclic Guanosine-Monophosphate 
CHT Cholin Transporter 
COS7 CV-1 (simian) in Origin, and carrying the SV40 promotor 
CRMP-2 Collapsin Response Mediator Protein-2 
CTF99 C-Terminales Fragment 99 
CuBD Copper (Kupfer = Cu) Binding Domain 
D  
DA Docosanoic Acid (Docosansäure) 
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Da Dalton 
DHA Docosahexaenoic Acid(Docosahexaensäure) 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic Acid 
DR6 Death Rezeptor-6  
DTT 1,4-Dithio-DL-threitol 
E  
EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetraessigsäure 
ELK1 Ets LiKe gene1 
EO FAD Early Onset of Familial Alzheimer`s Disease 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERK Extracellular signal-Regulated Kinase 
EtOH Ethanol 
F  
FAD Familial Alzheimer`s Disease 
FCS Fetal Calf Serum(Fetales Kälberserum) 
G  
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
(Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase) GFLD Growth F ctor Like Domain 
GFP Green Fluorescent Protein (grün fluoreszierendes 
Protein) GRB2 Gr wth factor Receptor-bound protein 2 
GSK-3β Glycogen Synthase Kinase 3 β 
H  
HBS HEPES Buffered Saline Solution 
HCl Wasserstoffchlorid 
HEK293 Human Embryonic Kidney cells 293 
HS Horse Serum (Pferdeserum) 
I  
IGF1/2 Insulin-like growth factor 1/2 
IGF1R Insulin-like growth factor 1 Receptor 
IR Insulin Receptor 
J  
JIP1 JNK interacting protein 1 
JNK c-Jun N-terminal Kinase 
K  
K3PO4 Kaliumphosphat 
KCl Kaliumchlorid 
kD Kilo Dalton 
KLC Kinesin Light Chain (leichte Ketten von Kinesin) 
KPI Kunitz Protease Inhibitor 
L  
LO AD Late Onset of Alzheimer`s Disease 
LRP Low density Lipoprotein receptor-related Protein 
LS Lipoid®S100 (Leerliposomen) 
LTP Long Term Potentiation (Langzeitpotenzierung) 
M  
Anhang 127 
 
MAPK Mitogen-activated Protein Kinase 
MAPKK MAPK-Kinase 
MEM Minimum Essential Medium 
MeOH Methanol 
MLK3 Mixed Lineage Kinase 3 
MLV Multilammelar Vesticles 
mM millimolar 
MnSOD Mangan Superoxid-Dismutase 
mRNA messenger RNA 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-diphenyltetrazoliumbromid 
N  
n.s. nicht signifikant 
NaCl Natriumchlorid 
NADH Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
NADPH Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 
NaH2PO4 Natriumdihydrogenphosphat 
NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
NaOH Natriumhydroxid 
N-APP N-terminales Fragment von sAPP 
NFT Neurofibrillary Tangles(neurofibrilläre Bündel) 
NF-κB Nuclear Factor -light-chain-enhancer of activated B 
cells NGF Nerve Growth Factor (Nerven Wachstumsfaktor) 
NGFR Nerve Growth FactorReceptor 
NICD Notch Intracellular Domain 
nM nanomolar 
NMDA N-Methyl-D-Aspartat 
NPD1 Neuroprotectin D1 
O  
OD Optische Dichte 
P  
PAA Polyacrylamid (Acrylamide-Bis Lösung (37,5:1) 40%) 
PBS Phosphate Buffered Saline 
PC12 Pheochromocytoma 12 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PEN-2 Presenilin-Enhancer-2 
PFA Paraformaldehyd 
PHF PairedHelicalFilament (paarige helikale Filamente) 
PI Propidiumiodid 
PI3K Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase 
PM Plasmamembran 
PMSF Phenylmethansulfonylfluorid 
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor  
PQC Protein Quality Control (Proteinqualitätskontrolle) 
PSEN1/2 Presenilin1/2 
Q  
qPCR Quantitative Echtzeit-PCR 
R  
RNA Ribonucleic Acid 
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ROS Reactive Oxyen Species 
RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR 
S  
sAPP soluble/secreted APP 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
SEM Standard Error of the Mean 
STS Staurosporin 
SUV Small Unilammelar Vesicles 
T  
TACE Tumor necrosis factor α-Converting Enzyme 
TBP Tata-Box Binding Protein 
TGN Trans-Golgi Netzwerk 
TMB Tetra-Methyl-Benzidin 
TNF Tumor Necrosis Factor- 
TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TTR Transthyretin 
U  
UBB Ubiquitin-B 
UCH-L1 Ubiquitin Carboxyl-terminal Hydrolase isozyme L1 
UPR Unfolded Protein Response 
UPS Ubiquitin Proteasom System 
UV Ultraviolettes Licht 
V  
VE-Wasser Vollentsalztes Wasser 
W  
WEP Westernelektrophoresepuffer 
wt wild type 
Y  
YNB Yeast Nitrogen Base 
Z  
ZFE Zentrale Forschungs-Einrichtung 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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